Hoppe- 


| fortgefuhrt yun A. KOSSEL 
unter Mitwirkung zahlreicher Fachgeniesen herausgegeben von 
F. Knoop und K. Thomas» 
| ‘Tabingen Leipzig 
Band 273 » Heft 1 u. 2 
Mit 2 Figuren im 
-Ausgegeben am 4. Marz 1942 
WALTER DE GRUYTER & CO.” BERLIN 
| vormals G. J. Gdschen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlags- | 


oe buchhandlung - Georg Reimer - Karl J. Trabner - Veit & Comp. 


Hoype-Seyler's Z. phys. Chem. - Bd.273 [ Heft 1-2 | Berlin, 4. 3. 1942 


| | Redaktionsschiug fir das niichste Heft : 7. 3. 1942 


a 
i 
VERS 
= 
4 


JWEIHUNDERTDREIUNDSIEBZIGSTER BAND 
ERSTES UND ZWEITES HEFT 


Inhalt 
Westphal, Ulrich. Uber die Umwandlang des Progesterons in nee, | 


Westphal, Ulrich. Uber die reduktive Umwandlung des Desoxy-cort- 
costerons zu Pregnandiol im Organismus des Kaninchens. . . . 13 


Wieland, Thecdor. Quantitative Trennung von Aminosiuren durch 

Bervhard, Karl, und Heidi Steinhauser. Zur Acetylicrung von Amino- 


Vineke, Erich, und Erika Sehmidt. Uber den Prothrombinman 
seltene Erden und seine Beeinflussung durch Vitamin 


Stier, Eberhard. Neue Gallenfarbstoffe vom Typ des Glaukobiline aus 


Klenk, E. Uber die Ganglioside, eine neue Gruppe von mn zuckerhaltigen 


Mosonyi, Johann. Kinflu8 der auf ‘die 
Laki, K. Isolierung und Krystallisierang aus 

blut. Mit 2 Figuren im Text. ...... 


Hoppe-Seyler’sZeits ch ritt farphysiologische Che wie erscheintin Banden 


za 6 Heften. Preis des Bandes 13.560 Mark. 
Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Schriftleitung zugehen, 


- sufgenommen. — Kurze Mitteilungen, die raschestens herauskommen sollen und deren Um- 


fang 2—-4 Seiten in Petitsatz nicht fibersteigt, kénnen einem Heft noch eingefigt werden, 
wenn sie spit: t 1s 3 Tage vor Redaktionsschlu8 eintreffen. — Bereits in anderen Zeitschriften 
verdffentiic.. Arbeiten, sowie Berichté fiber bereits veréffentlichte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. — Bemerkungen, die ohne neue Belege lediglich Angaben eines Autors richtig- 
stellen sollen, werden diesem vorgelegt ehe wir sie aufnehmen. Sie werden in der Regel am 
Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangstages mitgeteilt. 

Der Unkostenersatz betrigt fiir den Druckbogen 25 Mark. Fir die eingefiigten kurzen 
Mitteilungen wird kein Wnkostenersatz gezahlt. Von jeder Arbeit werden dem Verfasser 
40 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert. Mehrbedarf von héchstens 160 Stiick gegen die iibliche 
billige Berechnung der Mehrkosten. Der Bezug von weiteren Sonderdrucken tiber 200 Stiick 
hinaus ist unerwiinscht. — Kosten fiir nachtrigliche Anderungen am fertigen Satz gehen su 
Lasten des Verfassers, soweit sie 10°/, der Satzkosten iibersteigen. 

fir die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf mcrae die Verdffentlichungen 
der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen wird der ety- 
mologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Belegstellen gelten die von der Vere der medi- 
zinischen Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.“* und ,,8.“ fort. 
(Belegt wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kéunen im 
Beleg — von Vornamen geniigt der Anfangsbuchatabe. 


Professor Dr. F. Knoop, Tiabingen, 
Institut, GmelinstraBe 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, TAebigstr. 


Ay 


Anschrift far = 


{ 
ait 4 4 

| 

H 

ta t 

4 

| 

4 

| 

14 

‘ 

q 
: 
Ta +f 
fi 

tt 

q 

; 
ay 

. 
. 

| 


Uber die Umwandlung des Progesterons in Pregnandiol 
beim Kaninchen 


Von 


Ulrich Westphal 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie Berlin-Dahlem ar 4 
und der Universitiéts-Frauenklinik der Charité Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, November 1941) 


Hs ist seit einigen Jahren bekannt, daB das Schwangerschafts- 
hormon Progesteron (I)!) im Organismus der Frau unter Re- 
duktion in das vollig gesittigte Pregnandio! tibergefiihrt 
und als Natriumverbindung des Pregnandiol - glucuronids 
ausgeschieden wird *’‘). 


CH, CH; 
boo 


| 


I. Progesteron If. Pregnandiol-3 (a)-20 (a) 


Browne und Mitarbeiter‘) folgerten aus Versuchen an hyster- 
ektomierten Frauen, daB fiir diese reduktive Umwandlung der 
Uterus notwendig, ja daB das Endometrium der Ort fiir diese 
Uberfihrung sei. ©. L. Buxton und Ulrich Westphal® 


1) Zusammenfassende Darstellung bei Ulrich Westphal, Erg. d. 
Physiol. $7, 273 (1935). 

2) G. F. Marrian, Biochemie. J. 23, 1090 (1929); A. Butenandt, 
Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930); 64, 2529 (1931). 

8) A.D. O'Dell u. G. F. Marrian, Biochemic. J. 30, 1533 (1936); 
E. M. Venning u. J. 8. L. Browne, Proce. Soc. exper. Biol. a. Med. ae 
34, 792 (1936). 

4) E.M.Venning u. J.S.L. Browne, Amer. J. Physiol. 128, 209 (1938). 

5) Vgl. auch E. C. Hamblen, C. Ashley u. M. ete Endocrin 
24, 1 (1939). 

®) Proce. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 41, 284 (1939). 
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2 Ulrich Westphal. 


konnten zeigen, daB auch der erwachsene Mann imstande ist, in- 
jiziertes Progesteron in Pregnandiol-glucuronid (abgekiirzt: Pr.gl.) 
zu verwandeln; es wurde hieraus der SchluB gezogen, daB die 
Bildung von Pregnandiol (abgekiirzt: Pr.) aus Progesteron nicht 
an den Uterus gebunden ist’). 

Zur weiteren Klirung dieser Frage wurde angestrebt, ein 
Laboratoriumstier zu finden, das die Untersuchung des Progeste- 
ronstoffwechsels gestattet. Im Harn sowie im Corpus luteum 
und der Nebenniere mehrerer Tiere (Pferd, Rind, Schwein) ist 
eine Reihe verschiedener Stoffe der Pregnangruppe festgestellt 
worden, die aus dem Progesteron durch teilweise oder villige 
Hydrierung abzuleiten sind’); das von der Frau ausgeschiedene 
Pregnandiol-3(a)-20(a) (il) wurde von Marker und Mitarb.®) aus 
dem Harn geschlechtsreifer Stiere, der trichtigen Kuh und der 
trichtigen Stute isoliert. Bei typischen Laboratoriumstieren ist 
Pr. bisher nicht aufgefunden worden; weder bei normalen oder 
schwangeren Katzen oder Kaninchen lieB’ sich Pr.gl. im Harn 
nachweisen®), Auch im Harn von minnlichen, kastrierten weib- 
lichen oder schwangeren Affen lieB sich Pr. weder direkt, noch 
nach Injektion von Progesteron feststellen® ’, 

Es wurde nun untersucht, ob sich Meerschweinchen oder 
Kaninchen als geeignete Versuchstiere zur Verfolgung des Pro- 
gesteron-Stoffwechsels erwiesen. Der Harn einzelner oder mehrerer 
Tiere wurde jeweils iiber einige Tage gesammelt, bei 0° auf- 
bewahrt und im wesentlichen nach der Methodik von E. H. Ven- 
ning’) auf Pr.gl. aufgearbeitet (vgl. Versuchsteil). Es zeigte 
sich, daB normale, geschlechtsreife weibliche Meerschweinchen 
kein Pr.gl. im Harn ausscheiden. Auch die Priifung auf freies 
Pr. verlief negativ: die bei der Aufarbeitung auf Pr.gl. anfallende 
acetonlésliche Fraktion wurde in ketonhaltige und ketonfreie An- 
teile getrennt; aus der ketonfreien Fraktion wurden die Stoffe mit 
alkoholischen Gruppen isoliert. Verbindungen mit Ketogruppen 
wurden ebensowenig gefunden wie freies Pr. Auch nach Injektion 
von mehr als 500mg Progesteron (pro Tier je Injektion 30 mg) 
lieB sich weder Pr.gl. noch freies Pr. nachweisen. Es ist aus 


’) Ulrich Westphal, Naturw. 28, 465 (1940). 

Zusammenstellung vgl. bei *) S. 471. 

*) Ulrich Westphal u. C.L. Buxton, Proc. Soc. exper. Biol. a. 
Med. (Am.) 42, 749 (1939). 

10) R. E. Marker u. C. G. Hartman, J. of Biol. Chem. 138, 529 (1940). 

11) J. of Biol. Chem. 119, 473 (1937); 126, 595 (1938). 
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diesen Versuchen zu schlieBen, daB das Meerschweinchen das 
Progesteron auf einem andersartigen Wege umwandelt. Die 
sauren Anteile sind nicht untersucht worden. 

Demgegeniiber fihrte die Priifung des Kaninchens auf 
seine Fahigkeit zur Umwandlung injizierten Progesterons in Pr. 
zu einem positiven Ergebnis. Zunichst wurde die Frage der Aus- 
scheidung des Pr. beim normalen weiblichen und schwangeren 
Kaninchen nochmals untersucht (Tab. 1). Wahrend sich auch in 
gréBeren Harnmengen einiger normaler Weibchen (Kaninchen 
Nr. 1a, 6, 13a und 14) kein Prgl. fand, lieBen sich bei zwei 


weiteren Tieren, die friiher schon geworfen hatten, geringe Mengen — 


dieser Verbindung nachweisen (Nr. 2a und 3a). In den vereinigten 
acetonléslichen Anteilen der drei normalen Weibchen la, 2a 
und 3a fand sich nach Auftrennung in ketonhaltige und ketonfreie 
Stoffe mit alkoholischen Oxygruppen kein Pr. Auch die abermalige 
Priifung von zwei trachtigen Tieren (Nr. 4 und 5) gegen Mitte bis 
Ende der Schwangerschaft ergab Abwesenheit von Pr.gl. im Harn 


1. . 0.%)). 
Tabelle 1 


Ausscheidung von Pregnandiol bei normalen weiblichen und schwangeren 


Kaninchen 
Harnsammlung Ergebnis 
Kanin- Acetonliel; 
Gewicht cetonlésliches 
Nr. Zeitraum ecm | fillung Nichtketone 
NaPrcl Ketone| mit alkoh. 
Gruppen (Pr.) 
la ¥n. 2000 |18. 2.—15. 3.| 4600 O 
2axn.©} 2750 6.—12. 3. | 1800 + § Sp. O Sp. 
3axn.O} 2700 6.—18. 3. 1700 + §§ 
4t. + 2870 10.—13. 10. | 365 Qo. — 
5 tr. =] 3050 10.—15. 10. | 1150 fe) — 
16.—24. 10. | 1050 O 
6 n. 3170 17.—24. 10. | 1100 O — 
25.—30. 10. | 1550 @ . — 
134% n. 2750 | 20.—25. 6. 600 O — 
14 n. etwa 2500} 20.—25. 6. 350 O — 


= Mit und ,,b‘* werden verschiedene Versuche mit demselben 
Kaninchen bezeichnet. 

n. = normal. tr. = trichtig. = = 25. 9. belegt, 26.10. 4 Junge. 

© = dies Tier hat friiher geworfen. O = negativ. = positiv. 

+ = 15. 9. belegt, 15. 10. 8 Junge. — = nicht untersucht. 

§ = 5mg, Schmelzp. unter Zers. 265—271°, Glucuronsiure +. 

§§ = 25mg, gereinigt auf 9 mg vom Schmelzp. unter Zers. 270—272°. 

Sp. = Spur élige Substanz. 
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Durch Injektion von Progesteron lieB sich eine Aus- 
scheidung von Pr.gl. leicht erreichen. Die Tiere erhielten pro 
Injektion 100 mg in Sesamél, dem zur Erhéhung der Léslichkeit 
etwas Aceton zugesetzt war. Die Tab.2, Kaninchen 1 b—8, zeigt 
die Ergebnisse an normalen weiblichen Kaninchen. Die Ausbeute*) 
an Natrium-Pregnandiol-glucuronat (abgekiirzt NaPr.gl.) liegt um 
7—10°/, des injizierten Progesterons und entspricht damit den 
Werten, die in sehr vielen Fallen auch beim Menschen gefunden 
worden sind. Es erschien aber notwendig, zu priifen, ob sich 
neben dem Glucuronid auch freies Pr. im Harn fande, das als 
solches ausgeschieden werden oder sich beim Stehenlassen des 
Harns durch hydrolytische Zersetzung von Glucuronid gebildet 
haben kénnte. Die acetonléslichen Anteile der Sammelharne von 
Kaninchen Nr.1b, 2b und 3b, sowie 7 und 8 wurden in der 
oben erwihnten Weise in ketonhaltige und ketonfreie Anteile 
getrennt, und aus der Nichtketonfraktion wurden durch Dar- 
stellung der Bernsteinsdéurehalbester die Stoffe mit alkoholischen 
Gruppen erfaBt. Es war kein Pr. nachweisbar. Hieraus ist zu 
schlieBen, daB beim Kaninchen praktisch das gesamte im Harn 
ausgeschiedene Pr. als Glucuronid vorliegt, und daB keine nennens- 
werten Mengen an freiem Pr. auftreten. 

Um auch fiir das Kaninchen die Frage der Notwendig- 
keit des Uterus fir die Entstehung des Pr. aus Progesteron 
zu priifen, wurde zunichst das mainnliche Tier herangezogen 
(Tab. 2). Es scheidet erwartungsgem&B normalerweise kein Pr.gl. 
aus (Kan. Nr. 9a). Zufiihrung von Progesteron fihrt jedoch beim 
Kaninchenbock in gleicher Weise und mit etwa der gleichen 
Ausbeute wie beim Weibchen zum Auftreten von NaPr.gl. im 
Harn (Nr.9b und 10); freies Pr. wurde auch hier nicht gefunden. 
Es zeigt sich somit, daB beim Kaninchen der Uterus fir die 
Umwandlung des Progesterons in Pr. ebensowenig notwendig ist 
wie beim Menschen. | 

Aber auch auf direktem Wege konnte die Entbehrlichkeit 
des Uterus fiir die Pregnandiolentstehung bewiesen werden (Tab. 2). 
Weibliche Kaninchen wurden zunachst mit einer kleineren Menge 


*) Die Angabe der Gesamtausbeute geschieht in der Weise, wie sie 
in der Literatur fiir die Ausscheidung des NaPr.gl. beim Menschen durch- 
gefiihrt ist, indem die gesamte Trockensubstanz der 2. bzw. 3. Aceton- 
fillung bestimmt wird; eine Korrektur fiir die Verluste bei den Aceton- 
fallungen ist nicht angebracht, da ja auch die letzten Pr.gl.fraktionen nicht 
ganz rein sind, wie die Schmelz- und Zersetzungspunkte zeigen. 
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6 Ulrich Westphal, 


(200 mg) Progesteron geprift, ob sich die Umwandlung bei ihnen 
nachweisen lieBe (Kan. Nr. lla, 12a). Dies war der Fall; be- 
merkenswerterweise war jedoch die Pr.gl.-Ausscheidung relativ 
gering. Dies diirfte dadurch bedingt sein, daB der Organismus 
eine gewisse Zeit braucht, um sich auf die Umwandlung des Pro- 
gesterons zur Glucuronsaureverbindung des Pr. einzustellen; auch 
beim Menschen sind solche ,,Anlaufzeiten“ fiir die Pr.gl.-Ausschei- 
dung nach Progesteron-Injektionen beobachtet worden. Die so 
vorgepriiften Tiere zeigten nach der Uterusexstirpation die 
volle Fahigkeit zur Umwandlung von Progesteron in Pr.gl. (Kan.11b 
und 12b). Die erhaltenen Ausbeuten liegen sogar etwas héher 
als die bei normalen Weibchen nach Injektion der gleichen Pro- 
gesteronmenge erhaltenen Werte (Kan. 7 und 8). Es ergibt sich 
also auch aus diesen Versuchen, daB die Umwandlung des Pro- 
gesterons in Pr. nicht an das Endometrium gebunden ist. 

Die angegebenen Zersetzungspunkte der verschiedenen 
NaPr.gl.-fraktionen sind nicht immer die des vdllig reinen Stoffes, 
sondern sollen nur ein ungefahres MaB fiir den Reinheitsgrad 
der einzelnen Zubereitungen geben. Zur weiteren Reinigung 
wurde die Verbindung mit Tierkohle behandelt und aus Wasser— 
Alkohol bzw. Wasser—Aceton umkrystallisiert. Sie ist in Wasser 


gut, in Alkohol schwer, in trockenem Aceton sehr schwer léslich. 


Nach mehrfachem Umkrystallisieren wurde ein konstanter Schmelz- 
punkt unter Zersetzung bei 270—272°*) erhalten. Ein zum Ver- 
gleich aus Schwangerenharn dargestelltes NaPr.gl. zeigte nach Um- 
krystallisieren den gleichen konstanten Schmelzpunkt unter Zer- 
setzung; die Mischprobe gab keine Depression. 


Priparat von Kan. 1b, . NaPr.gl. aus 
1. u. 2. Fraktion Mischung Schwangerenharn 
Leichte Briunung 267° 267° 267 ° 
Schmelzp. unt. Zers. 270—272° 270—272° 270—272° 


Auch die Naphthoresorcin-Probe auf Glucuronsiure ver- 
lief bei dem Stoff aus Kaninchenharn villig gleichartig wie bei 
Pr.gl. aus Schwangerenharn; es trat intensive Blaulilafarbung ein, 
die sich mit tiefer Lilafarbe durch Ather ausschiitteln lieB. 

Bei der Hydrolyse des Glucuronids in schwefelsaurer, alkoho- 
lisch-waBriger Lésung entstand Pregnandiol, das durch Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. 


*) Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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Die Analysen des vom Kaninchen ausgeschiedenen NaPr.gl. 
ergaben zuerst betrachtlich zu niedrige Kohlenstoffwerte. Die 
-Prozentzahlen liefen sich nur unter der Annahme eines gewissen 
Wassergehaltes deuten. Scharferes Trocknen anderte hieran nichts 
Wesentliches. Auch ein vergleichsweise analysiertes NaPr.gl. aus 
Schwangerenharn ergab Werte, die sich nur mit der Annahme 
eines Gehaltes von etwa 1 Molekiil Wasser berechnen lieBen; dies 
steht in Ubereinstimmung mit den an der freien Pregnandiol- 
glucuronséure gemachten Erfahrungen, die nach ihrer analytischen 
Zusammensetzung ebenfalls 1 Molekiil Wasser enthalt}*). Es stellte 
sich nun heraus, daB die Substanz nach dem Trocknen stark 
hygroskopisch war und beim Abwagen begierig Wasser anzog; 
nochmaliges Trocknen ,,direkt vor der Analyse“ fiihrte zu richtigen 
Resultaten (vgl. Tab. 3). | 


Tabelle 3 
Analysen der Natrium-Pregnandiol-glucuronate 
Trocknung bei} Schmelzp. 
mm, P,O, | unter Zers. "lo © oH! Na 
A Kan. 12b 4 Std. 100° | 271—273° | 56,17 | 8,33 | — 
B Kan. 1b_ | 54/, Std. 100°} 269—272° | 59,46 | 8,51 | 4,32 
| 23 Std. 132°, wl 
C Kan. 1b 99 Std. 20° | 270—272° | 59,21 | 8,46 
D Kan. 10 | Std. 132°] 272—273° | 62,06 | 8,29 | — 
8 Std. 132° | 270—271° | 60,93 | 8,51 | 4,35 
Schwan- 5 Std. 132° 0 
harn 5Std. 182° | | 62,57 | 844 | — 
— | 4,90 
C,,H,,0, + CsH,O,Na = C,,H,,0,Na (berechnet) 62,53 | 8,36 | 4,43 
* C.;H,s0,Na + H,O (ber.) 60,43 | 8,45 | 4,29 
C.,H,30,Na + 1,5H,O (ber.) | 59,43 | 8,50 | 4,22 


© und direkt vor der Analyse 2 Std. bei 130° im Hochvakuum 
% Hierbei verlor die Substanz 0,80 Mol H,O — 
§ Hierbei verlor die Substanz 0,62 bzw. 1,83 Mole H,O 


Die optische Drehung des NaPr.gl. aus Kaninchenharn 
betrug [a], = —11,0° + 3,5° in 50°/,igem Alkohol; die Drehung 


2) M. Venning u. J. 8. L. Browne, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
(Am.) 34, 792 (1936). 
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gs. Ulrich Westphal, 


eines entsprechenden Priaparates aus Schwangerenharn zeigte eine 
Drehung von [@], =— 5° + 3,0° in 50°/,igem Alkohol. 


Als bei der Verfolgung des frither gesetzten Zieles*) die 
Eignung des Kaninchens zur Untersuchung der Umwandlung von 
Progesteron in Pr.gl. festgestellt war, erhielten wir Kenntnis von 
einer Arbeit von A. Th. Knoppers}’), der eine ahnliche Ziel- 
setzung zugrunde liegt. Der Verfasser bestitigte unsere friiheren 
Befunde®), indem er im Harn trichtiger Kaninchen ebenfalls kein 
Pr.gl. auffinden konnte, und erweiterte diese negativen Befunde 
auf trichtige Hiindinnen. In einem Falle konnte er bei einem 
schwangeren Kaninchen in 700 ccm Harn 0,75 mg Pr. nach- 
weisen. Seine Versuche, nach Progesteron-Injektionen (maximal 
60 mg) Pr.gl. oder Pr. im Harn aufzufinden, schlugen fehl; hier- 
aus schlieBt Knoppers, da8 die iiblichen kleinen Laboratoriums- 
tiere, wie Kaninchen, zu einer Untersuchung des Progesteron- 
stoffwechsels unbrauchbar sind. Auf Grund der vorliegenden Arbeit 
kann dieser Ansicht nicht zugestimmt werden; die negativen Be- 
funde sind vielleicht auf eine zu geringe Dosierung zuriickzufihren. 

Nach dem AbschluB dieser Arbeit kamen, durch den Krieg ver- 
spatet, einige Veréffentlichungen kanadischer und amerikanischer 
Autoren zu unserer Kenntnis, durch die friihere Widerspriiche mit 
unseren Ergebnissen aufgehoben werden. Venning und Browne’) 
injizierten hysterektomierten Frauen die gleiche Menge Progesteron, 
die bei Minnern zur Ausscheidung von Pr.gl. gefiihrt hatte (30 mg 
taglich®)], und konnten ebenfalls eine Ausscheidung von NaPr.gl. 
in einer Ausbeute von 9,6°/, erhalten. Damit werden die un- 
veréffentlichten Befunde von Buxton und Ulrich Westphal be- 
stitigt, die bei 3 von 4 hysterektomierten Frauen nach Proge- 
steron-Injektion Pr.gl.-Ausscheidung beobachtet hatten)5); zum 
anderen wird der Widerspruch zu unserer Ansicht von der Ent- 
behrlichkeit des Uterus®) aufgehoben. Andererseits halten Venning 
und Browne aber an der Annahme fest, daB der Zustand des 
Endometriums einen EinfluB auf die Umwandlung habe; sie 
schlieBen dies besonders aus dem Vergleich der Pr.gl.-Ausscheidung 
bei Frauen mit sekundirer Amenorrhée bei hypoplastischem Endo- 
metrium, bei denen nach Behandlung mit Oestradiolbenzoat eine 
erhéhte Pr.gl.-Ausscheidung nach Progesteron-Injektion beobachtet 


18) Proc. Nederl. Akad. v. Wetensch. 48, 1127 (1940). 
14) Endocrinology 27, 707 (1940). 
15) zitiert bei 1), S. 719. 
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wurde. Dieser Schlu8 erscheint nicht zwingend, da die Wirkung 


des injizierten Follikelhormons auf die Pr.gl.-Ausscheidung, falls. 


eine solche wirklich als auBerhalb der physiologischen Aus- 
scheidungsschwankungen liegend angenommen wird, nicht not- 
wendigerweise am Endometrium angreifen muB. Zu wenig be- 
riicksichtigt ist bisher die Méglichkeit einer Beeinflussung der 
Funktion des eigenen Gelbkérpers. Man muB erwarten, daB diese 
fiir die Ausscheidung von Pr.gl. bedeutungsvoll ist; tatsachlich 
konnten A. Westman und D.Jacobsohn! sowie J. M. Robson’) 
am hypophysektomierten Kaninchen die Gelbkérperfunktion durch 
Injektion von Follikelhormon erhalten; die Autoren glauben, dab 
dies durch direkte Wirkung auf das Corpus luteum bedingt ist. 
Westman!?®) konnte neuerdings bei 2 Frauen die Gelbkérper- 
funktion durch oestrogene Stoffe verlangern. In anderen Beobach- 
tungen von Venning und Browne!” sowie von EK. C. Hamblen”’) 
zeigt sich eine Beeinflussung im umgekehrten Sinne, indem Zu- 
fihrung von oestrogenen Stoffen (20000—80000 i. E. Oestradiol- 
benzoat) durch die ganze normale Sekretionsphase hindurch bei der 
Frau zu einer Erniedrigung der Pr.gl.-Ausscheidung fiihrt. Dieser 
Befund wird als eine Hemmung der Gelbkérper-Entwicklung durch 
das oestrogene Hormon auf dem Wege iiber die Hypophyse gedeutet. 

Ks sei noch erwahnt, da8 Hamblen und Mitarbeiter?!) bei 
6 normalen Mannern Ausscheidung von NaPr.gl. nach Injektion 
von Progesteron feststellen und damit die Befunde von Buxton 
und Ulrich Westphal®) bestatigen konnten. 


Herrn Professor Dr. C. Kaufmann sage ich fiir die Durchfiihrung der 
Uterusexstirpationen meinen herzlichen Dank; Friulein G.Winheller und 
Fraulein E. Weif danke ich fiir wertvolle Mithilfe bei den Versuchen. 
Der Schering A.-G., insbesondere Herrn Professor Dr. W. Schoeller, 
sage ich fiir die Uberlassung des Progesterons meinen verbindlichen Dank 


Versuche 


I. Untersuchungen an Meerschweinchen 


Es wurden jeweils mehrere Weibchen (Gewicht zwischen 220 und 350 g) 
in einem Stoffwechselkifig gehalten, so da’ nach einer Reihe von Tagen 


16) Acta obstetr. scand. (Schwd.) 17, 13 (1937). 

12) J. of Physiol. 90, 435 (1937). 18) Endocrin. 26, 774 (1940). 

1%) C.J. Pattee, E. H. Venning und J.S. L. Browne, Endocrin. 27, 
721 (1940). 

20) Endocrin. 24, 269 (1939). 

*!) E.C. Hamblen, W. Kenneth Cuyler u. D. V. Hirst, Endocrin. 


27, 172 (1940). 
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10 Ulrich Westphal, 


1 bis 1,51 Sammelharn gewonnen wurden. Bei allen Versuchen, auch denen 
an Kaninchen, wurden die Sammelflaschen tiglich mit etwa 20 ccm Butanol 
und einigen cem Toluol beschickt, morgens entleert und der Sammelharn 
bei 0° aufbewahrt. Das Progesteron wurde stets in Sesamél, dem etwas 
Aceton zugesetzt war, gelést (20 mg pro cem) und subcutan injiziert. Die 
negativ verlaufene Priifung auf Pr.gl. und freies Pr. wurde mit 900 bzw. 
1000 cem Sammelharn von je 3 normalen weiblichen Meerschweinchen durch- 
gefiihrt; zur Aufarbeitung vgl. die bei den Kaninchenversuchen gegebenen ~ 
ausfiihrlichen Beispiele. Die Progesteroninjektionen wurden an je 2 Tieren 
vorgenommen (insgesamt 540 bzw. 570 mg; pro Tier tiglich 30 mg); die 
Aufarbeitung der Sammelharne (1400 bzw. 1600 cem) ergab keinen sicheren 
Nachweis fiir Pr.gl. In einem Falle wurden 8,8 mg einer teilweise bei 
230—236° (unter Zers.) schmelzenden Substanz isoliert, die eine positive 
Naphthoresorcinprobe auf Glucuronsiure zeigte; es ist méglich, daB in 


- diesem Stoff Pr.gl. in geringer Beimengung vorhanden war. Freies Pr. 


wurde auch nach der Abtrennung der entsprechenden Fraktion nicht ge- 
funden. 


II. Untersuchungen an Kaninchen 


1. Aufarbeitung des Harns auf Pregnandiol-glucuronat. Die Dar- 
stellung des NaPr.gl. wurde im wesentlichen nach der Methodik von 
E. H. Venning"™) durehgefihrt. Als Beispiel sei die Aufbereitung des 
Harns von Kaninchen 1b (Tab. 2) beschrieben. Die Harnmenge (2000 ccm) 
wurde nacheinander mit 300, 250, 150 ccm n-Butanol kriftig ausgeschiittelt. 
Die jeweils vom klaren Harn abgetrennten vereinigten Butanolphasen waren 
stark emulgiert; dies wurde im Gegensatz zu dem Vorgehen von E. H. Venning 
zugunsten einer griindlichen Extraktion in Kauf genommen. Die Emulsion 
wurde durch Zentrifugieren geklirt, der wiBrige Anteil nochmals 3 mal mit 
Butanol ausgezogen und zentrifugiert. Die vereinigten Butanolextrakte wurden 
im Vakuum der Wasserstrahlpumpe auf dem Wasserbad zur Trockne ein- 
gedampft, der Riickstand in 60 ccm n/10-NaOH gelést und die Lésung 4mal 
mit Butylalkohol (20, 20, 10, 10cem) ausgeschiittelt. Die vereinigten Butanol- 
lésungen wurden 2mal kurz mit je 5 ccm Wasser ausgeschiittelt und im 
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde in 7 cem Wasser unter Zusatz 
von etwas Aceton unter Erwirmen gelést und mit 100ccm trockenem Aceton 
ausgefillt. Die Fillung wurde itiber Nacht bei —10° aufbewahrt und ab- 
zentrifugiert; sie zeigte eine Sinterung bei 212° und einen Schmelzpunkt 
unter Zersetzung bei 238—-262°. Sie wurde in 6ccm Wasser und etwas Aceton 
wieder gelést und zum zweiten Male mit 100—140 ccm Aceton gefillt, tiber 
Nacht bei —10° aufbewahrt und wieder zentrifugiert. Nur in Ausnahme- 
fillen, wenn die Acetonlésung der zweiten Acetonfillung noch stirker gelb 
gefirbt war, wurde eine dritte Acetonfillung angeschlossen. Das Produkt 
der zweiten Acetonfillung wurde in einigen ccm etwa 70—50°/, igen Alkohols 
gelést, kurz mit wenig Tierkohle erhitzt, wodurch ein guter Reinigungseffekt 
erzielt wurde, klar filtriert und aus wenig Wasser durch Zugabe von Alkohol 
krystallisiert. Erstes Krystallisat 43,3 mg, Sinterung 260°, Schmelzpunkt unter 
Zersetzung 270—272°, die Mischprobe mit Pr.gl. aus Schwangerenharn zeigte 
keine Depression. Zweites Krystallisat 95,0 mg, Sinterung 268°, Schmelz- 
punkt unter Zersetzung 271—272°, ebenfalls keine Depression. Durch Ver- 
dampfen der restlichen Mutterlauge wurde ein drittes Krystallisat erhalten 
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(35,3 mg), das bei 208° sinterte und bei 226—232° (unter Zers.) schmolz. 
Zur Berechnung des ausgeschiedenen Pr. wurde die Gesamtmenge an er- 
haltenem NaPr.gl. mit dem Quotienten eid multipliziert (Mol.-Gew. Pr. 
= 320,50; Mol.-Gew. NaPr.gl. + 1,5 H,O = 545,64); dieser Pregnandiolwert 


wurde um den Quotienten —~— 300 erniedrigt, um ihn in Prozent des injizierten 
Progesterons (Mol.-Gew. Progesteron = 314,45) auszudriicken. 


2. Auftrennung der acetonléslichen Anteile. — a) Ketone (bzw. 
Aldehyde). Zur Priifung auf freies Pr. wurden die bei der oben be- 
schriebenen ersten und zweiten Acetonfallung erhaltenen Acetonlésungen 
verwendet. Es wurden zunichst die Ketone mit Girards ,,Reagens T“ 
{Chlorid des Trimethylammoniumessigsiurehydrazids**)] abgetrennt. Z. B. 
wurden die Acetonlésungen der Harnaufarbeitungen von Kaninchen 1b, 2b 
und 3b vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der dlige 
Riickstand (etwa 2 g) wurde in einer Mischung von 27 ccm absolutem Alkohol 
und 3cem Eisessig gelést und nach Zusdtz von 2,5 g Reagens T 60 Minuten 
unter Ausschlu8 der Luftfeuchtigkeit am Riickflu8 gekocht. Die Lésung 
wurde in 200cem Eiswasser gegossen, dem 2,48 g Soda (zur Neutralisation 
von °/,, der Essigsiure) zugesetzt waren. Die ketonfreien Anteile fielen aus 
und wurden durch 3 maliges Ausschiitteln mit Ather ausgezogen. Die wiBrige 
Lésung wurde in 50 cem kalte 4n-Schwefelsiure eingegossen und tiber Nacht 
stehen gelassen; die ausgefallenen Ketonanteile wurden mit Ather extrahiert 
und im Hochvakuum bei 100—160°, 10~* mm destilliert. Es wurde eine 
ganz geringe Menge eines nicht krystallisierenden gelben Produktes erhalten. 


b) Nichtketone mit alkoholischen Gruppen (Pregnandiol- 
fraktion). Die bei der ,Girard-Trennung“ in dtherischer Lésung er- 
haltenen ketonfreien Anteile wurden zur Trockne gebracht (250 mg) und 
mit 300 mg Bernsteinsiureanhydrid in 5 cem absolutem Pyridin 1 Stunde auf 
dem Wasserbad erhitzt. Die Substanz wurde mit Wasser ausgefillt und 
mit Ather extrahiert; die atherische Lésung wurde mit 2 n-Sodalésung, ver- 
diinnter Séure und Wasser gewaschen und zur Trockne eingedampft. Die 
in geringer Menge erhaltene 6lige Substanz wurde verworfen. Die ver- 
einigten wiBrigen Phasen wurden mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert, 
‘das ausfallende Produkt ausgeithert und zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde in 13,5cem Alkohol und 1,5cem 5n-Schwefelsiure 1 Stunde 


zum Sieden erhitzt, in 100 ccm Wasser gegossen und mit NaOH schwach | 


alkalisch gemacht. Die entstehende Triibung wurde ausgeiithert und das 
erhaltene Produkt im Hochvakuum destilliert. Es wurde eine ganz geringe 
Menge eines gelblichen, dligen Stoffes erhalten, in dem kein Pr. nachweis- 


bar war. 


3. Weitere Reinigung des Natrium - Pregnandiol - glucuronats. 
Das nach der 2. bzw. 3. Acetonfillung aus wiB8rigem Alkohol erhaltene 
NaPr.gl. wurde durch weiteres Umkrystallisieren aus Wasser—Alkohol, 
Wasser-Aceton oder aus Mischungen dieser 3 Losungsmittel rein erhalten. 
Der Schmelzpunkt lag dann konstant bei 270—-272° (unter Zers.). Optische 
Drehung [e}}? = —11°. 


2) A. Girard u. G. Sandulesco, Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 
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12 Ulrich Westphal, Umwandlung des Progesterons usw. 


18,1 mg (Préparat von Kaninchen 1b 9), 10,3 mg (Priparat von Kanin- 
chen 10 in je 2cem 50°/,igem, wiBrigem Alkohol, = 1 dm. 


at? = —0,10% = —0,06°, [a}? = —11,0°% = —11,6° 
Die Drehung hatte nach mehreren Stunden den gleichen Wert. 


Analysen (vgl. Tab. 3): 


5,390 mg A: 11,095 mg CO,, 4,010 mg H,0; 

5,338 mg B: 11,630 mg CO,, 4,060 mg H,O. — 8,127 mg B: 1,085 mg 
Na,SO,; 
5,266 mg C: 11,425 mg CO,, 3,980 mg H,0; 

5,288 mg D bei 130° im Hochvakuum getrocknet: 0,143 mg Gewichts- 
verlust. — 5,145 mg D: 11,700 mg CO,, 3,810 mg H,0; 

Natrium-Pregnandiol-glucuronat aus 

5,390 mg: 12,035 mg CO,, 4,100 mg H,O. — 5,731 mg: 0,770mg Na,8O,; 

5,320 mg: 11,845 mg CO,, 4,060 mg H,O. — 5,215 mg bei 130° im 
Hochvakuum getrocknet: 0,110 mg Glowishinwaiiants 

5,105 mg: 11,705 mg CO,, 3,850 mg H,O. — 4,779 mg bei 130° im 
Hochvakuum getrocknet: 0,286 mg Gewichtsverlust. — 4,463 mg: 0,675 mg 
Na,SO,. 
Optische Drehung des NaPr.gl. aus Schwangerenharn: 21,0, 10,5 mg 
Substanz in je 2ccm 50°/,igem, wiBrigem Alkohol, / = 1 dm. 


at? = —0,05°, = —0,02°, [a]}? =—4,8°, [a]}? = —3,8°. 


Ausfibrung der Naphthoresorcin-Probe. Kiufliches, stark braun 
gefirbtes Naphthoresorcin wurde durch Hochvakuumsublimation gereinigt 
und zu 0,2°/, in Wasser gelést. Einige Kérnchen des zu untersuchenden 
Stoffes wurden in 0,5cem Wasser gelést und nach Zusatz von 0,5ccem der 
0,2°/,igen waiBrigen Naphthoresorcinlésung und 0,5 cem konzentrierter HCl 
(1,19) 20 Minuten in das stark siedende Wasserbad eingehingt. Bei positivem 
Ausfall firbte sich die Mischung meist schon nach wenigen Minuten blau 
bis violett, bei starker Reaktion flockte dann der Farbstoff allmihlich aus. 
Das Réhrehen wurde darauf in Eis gekihlt und der Farbstoff mit peroxyd- 
freiem Ather, eventuell unter Zusatz einiger Tropfen Alkohol ausgeschiittelt. 
Eine sehr schwache, in der wiBrigen Lésung kaum wahrnehmbare Firbung 
lie8 sich so im Ather noch gut erkennen und mit einer Blindprobe ver- 


gleichen. 

Hydrolyse des Pregnandiol-glucuronids. 26 mg NaPr.gl. (Priparat 
von Kaninchen 1b, Schmelzpunkt unter Zersetzung bei 270—272°) wurden in 
4ecm Alkohol + 2cem 1 n-H,SO, gelést und 1 Stunde auf dem Wasserbad 
gekocht. Darauf wurde in Wasser gegossen und ausgedthert. Nach Waschen 
und Verdampfen des Athers wurde die Substanz im Hochvakuum sublimiert. 
Bei 100—120°, 10~* mm Hg, gingen Krystalle iiber, die bei 234° schmolzen 
und mit reinem Pr. (Schmelzp. 234—235°) keine Schmelzpunktsdepression 
ergaben. Die Krystalle zeigten unter dem Schmelzpunktsmikroskop von 
Kofler ebenso wie das Vergleichspregnandiol aus Schwangerenharn bei 
224—-226° ein charakteristisches ,,Umklappen‘' in eine andere Krystall- 
modifikation: aus den Blattchen entstanden lange Nadeln. 
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Uber die reduktive Umwandlung des Desoxy-corticosterons 
zu Pregnandiol im Organismus des Kaninchens 


Von 


Ulrich Westphal 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. November 1941) 


Die stoffliche Natur der Sterine und Steroide ist in den letzten 
Jahrzehnten, besonders durch die Arbeiten von Windaus und 
seiner Schule, in umfassender Weise aufgeklirt worden, so daB 
diese Verbindungen heute zu einer der bestbekannten Klassen von 
Naturstoffen gehéren. Demgegeniiber wissen wir bisher relativ 
wenig iiber ihre chemische Physiologie, ihre Entstehung in der 
lebenden Zelle, den Chemismus ihrer Umwandlungen im Orga- 
nismus, und ihre Ausscheidung. 3 

Nur einige Fille physiologischer Steroidumwandlungen kennen 
wir naher; so sind wir z. B. tiber die Ausscheidungsform des 
Corpus luteum-Hormons Progesteron (I) gut unterrichtet, seit- 
dem die Arbeitsgruppe J. 8S. L. Browne’) nachwies, daB das un- 
gesattigte Diketon im Organismus in Pregnandiol (II) ibergefiihrt 
und als Glucuronsiureverbindung im Harn ausgeschieden wird ?). 

Dieser Befund ist am Menschen erhoben worden. Wie in der 
voranstehenden Mitteilung gezeigt wurde ®*), ist auch das Kaninchen 
zur Umwandlung des Progesterons in Pregnandiol (abgekiirzt: Pr.) 
und zu seiner Ausscheidung als Pregnandiol-glucuronid (abge- 
kiirzt: Pr.gl.) befahigt. Mit Hilfe dieses Versuchstieres priifte ich 
nun die Frage, in welcher Weise ein dem Progesteron (I) in chemischer 
Hinsicht sehr nahe verwandter Stoff, das Nebennierenrindenhormon 


1) E. M. Venning u. J. 8S. L. Browne, Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. 


(Am.) 34, 792 (1936). 
7) Zusammenfassende Darstellung bei Ulrich Westphal, Naturw. 28, 


465 (1940). 
8) Ulrich Westphal, Diese Z. 278, 1 (1942). 
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14 Ulrich Westphal, 


Desoxy-corticosteron (II1)* 5)im Organismus abgewandelt wiirde. 
Dieser Wirkstoff unterscheidet sich vom Schwangerschaftshormon 
nur durch den Besitz einer Oxygruppe am C-Atom 21, es stellt 
also ein 21-Oxy-progesteron dar. 


I CH,OH 


II III Desoxycorticosteron. 


Den Kaninchen wurde das Desoxy-corticosteron subkutan in 
| dliger Lésung zugefihrt (pro Injektion 100 mg). Uberraschender- 
weise ergab sich, daB das 21-Oxy-progesteron zu Preg- 
nandiol reduziert und als Glucuronséure-Verbindung aus- 
geschieden wird (Tab. 1). Die Ausbeute schwankte zwischen 
7 und 20°/, (berechnet auf injiziertes Desoxy-corticosteron) und 
lag damit in der gleichen GréB8enordnung, sogar etwas hoéher als 
sie bei der reduktiven Umwandlung des Progesterons zu Pr. beim 
Kaninchen gefunden wurde (vgl. Tab. 2 der voranstehenden Arbeit’). 
Die Ausscheidung des Desoxy-corticosterons als Pr.gl. trat in gleicher 
Weise bei weiblichen und minnlichen Tieren ein. Auch nach 
der Injektion von Desoxy-corticosteron-acetat wurde Pr.gl. aus 
dem Harn gewonnen (‘'ab. 1, Kaninchen Nr. 17d und 18b). Die 
Ausbeute war ebenso gut wie nach Verabreichung des freien 
Hormons; es ist bekannt, daB derartige Ester der Steroidreihe im 
Organismus leicht gespalten werden. 

Die Identitaét der isolierten Verbindungen mit NaPr.gl. aus 
Schwangerenharn und dem Harn von Kaninchen, die Progesteron 


‘) M. Steiger u. T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 20, 1164 (1937). 
5) T. Reichstein u. J. vy. Euw, Helvet. chim. Acta 21, 1197 (1938). 
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Reduktive Umwandlung des Desoxy-corticosterons zu Pregnandio! usw. 
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Ulrich Westphal, 


erhalten hatten, wurde durch Schmelzpunkt und Mischschmelz- 


punkt*) erwiesen: 


Kaninchen . 
18a und 17c| Mischung aus 
1. Fraktion 
Leichte Briiunung | 263° 263 ° 263 ° 
Sinterung . . 265° 265° 266° 
Schmp. unter Zers. 267—269 ° 267—269 ° 267—269 ° 
NaPr.gl. von Kaninchen 10 
1. Fraktion [Tab. 2 der 
voranstehenden Arbeit')] 
Leichte Briunung 264° 265 ° 265° 
Schmp. unter Zers. 267—270 ° 267—270° 268—270° 


Auch die optische Drehung steht in guter Ubereinstimmung 
mit den Werten, die fiir das NaPr.gl. aus dem Harn der mit 
Progesteron behandelten Kaninchen [vgl. die voranstehende Mit- 
teilung *)] erhalten wurden; sie wurde zu [@], = — 9,1° + 4,0° bzw. 
— 8,3°+ 3,3° in 50°/,igem Alkohol gefunden. 


Tabelle 2 
Analysen der Natrium-Pregnandiol-glucuronate 


Trocknung Schmel 
Priparat | Von Kan.-Nr.| bei 12 mm, Na 
P,O, unter Zers. 
15b, 16a,17a]4 Std. 100° | 271—274° 155,81 | 8,29 | 4,82 
13b u. 15a [74/, ,, 100° 273° 57,57 | 8,46 — 
1) 16b, 17b 100° 268—269° | 58,73 | 8,15 | 4,64 
2) 16b, 17b [29 ,, 20° 268—269° 158,50 | 840 | — 


23 , 132° 
17d, 18b |54 ,, 132° 271—273° [55,98 | 8,48 | 4,40 
18a, i7¢ ,, 130°, ©] 272—273° {61,08 | 8,36 | — 
C,,Hs.0. + C,H,O,Na = C,,H,,0,Na (berechnet) 62,53 | 8,36 | 4,43 
C,,H;,0. + C,H,O,Na + H,O = C,,H,,0,Na (ber.) | 60,43 | 8,45 | 4,29 
+ + 2H,O = C,,H,,0,.Na (ber.) [58,46 | 8,54 | 4,15 


. © und direkt vor der Analyse 2Stunden bei 130° im eatin. 
hierbei verlor die Substanz 0,67 Mol H,O. 


*) Die der verschiedenen reinen NaPr.gl.-Priparate 
in dieser und der voranstehenden Arbeit sind nicht immer gleich; dies liegt 
an der unterschiedlichen Art des Erhitzens. Ma8geblich ist das gleiche 
Verhalten der Mischung und der beiden Komponenten, die gleichzeitig im 
selben Paraffinbad erhitzt wurden. 
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Reduktive Umwandlung des Desoxy-corticosterons zu Pregnandiol usw, 17 


Die Analysen fiir das aus dem Desoxy-corticosteron erhaltene 
NaPr.gl. (Tab. 2) ergaben anfangs betrachtlich zu niedrige Kohlen- 
stoffwerte. Dies liegt an den stark hygroskopischen Kigenschaften 
dieser Verbindung, wie es in der voranstehenden Arbeit beschrieben 
wurde. Durch nochmaliges scharfes Trocknen direkt vor der Ver- 
brennung wurden auch hier Werte erhalten, die den theoretischen 
sehr nahe liegen. 

Die hydrolytische Spaltung der Pr.gl.-Verbindung lieferte 
Pregnandiol, das durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt identi- 
fiziert wurde. Die Naphthoresorcin-Probe zeigte in véllig 
gleicher Weise wie bei den Priparaten aus Schwangerenharn oder 
dem Harn der mit Progesteron behandelten Kaninchen*) die An- 
wesenheit von Glucuronsiure an. 


Die Reduktion des Desoxy-corticosterons (III) (21-Oxy-pro- 
gesteron) zum Pr. (II) stellt einen in der Steroidreihe bisher un- 
bekannten Reaktionstypus des Organismus dar. Wir kennen iiber- 
haupt nur einige wenige Falle, bei denen im Tierkérper der Ersatz 
einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch ein H-Atom durch- 
gefihrt wird’). Kim”) fand nach Verfiitterung von 18,8 g Chol- 
siure (als Natriumsalz) an 118 Meerschweinchen im Harn der Tiere 
insgesamt 15 mg und in der Galle 200 mg Desoxycholsiure und 
nimmt an, da sich diese unter intermediirer Entstehung einer 
Ketogruppe durch Reduktion des Sauerstoffatoms an C, zu H aus 
der verabreichten Cholsiure gebildet habe. Obwohl von Imai’) 
in der Meerschweinchengalle keine Desoxy-cholsaéure aufgefunden 
werden konnte, erscheint es bei der geringen Ausbeute doch 
nicht absolut sicher, daB sie aus der verfiitterten Cholsdure ent- 
standen ist. 

Sicher nachgewiesen wurde die Reduktion einer Ketogruppe 
zur Methylengruppe. Durch Verfiitterung von Benzoyl-propion- 
siure (IV) konnte im Tierversuch®) und beim Menschen?) die 
Ausscheidung von Phenylessigséure (V) festgestellt werden. 


C,H,—CO—CH,—CH,—COOH -——> C,H,—CH,—COOH 
IV Benzoylpropionsiure. V_ Phenylessigsiure. 


6) Vel. F. G. Fischer, Fortschr. d. Chemie organ. Natst. 3, 30ff. (1939). 
7) C. H. Kim, Diese Z. 261, 97 (1939). 

8) J. Imai, Diese Z. 248, 65 (1937). 

*) F. Knoop, Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

10) K, Thierfelder u. E.Schempp, Pfliigers Arch. 167, 280 (1917). 
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erhalten hatten, wurde durch Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt*) erwiesen: 


Kaninchen gl. 

18a und 17¢ Mischung aus Schwangerenharn 
1. Fraktion 


Leichte Briunung | 263° 263 ° 263 ° 
Sinterung . 265° 265 ° 266° 
Schmp. unter ‘Zers. 267—269 ° 267—269 ° 267—269 ° 


NaPr.gl. von Kaninchen 10 
1, Fraktion [Tab. 2 der 
voranstehenden Arbeit 
Leichte Briunung | 264° 265 ° 265° 
Schmp. unter Zers. 267—270° 267—270° 268—270° 


Auch die optische Drehung steht in grter Ubereinstimmung 
mit den Werten, die fiir das NaPrgl. aus dem Harn der mit 
Progesteron behandelten Kaninchen [vgl. die voranstehende Mit- 
teilung*)] erhalten wurden; sie wurde zu [a], = — 9,1°+ 4,0° bzw. 
— 8,3°+ 3,3° in 50°/,igem Alkohol gefunden. 


Tabelle 2 
Analysen der Natrium-Pregnandiol-glucuronate 


Trocknung 


Priiparat | Von Kan.-Nr.| bei 12 mm, Schmelzp. % Na 
P,0, unter Zers. 


E 15b, 16a,17a]}4 Std. 100° 271—274° | 55,81 | 8,29 | 4,82 
F 13b u. 15a | 7'/, ,, 100° 273° 57,07 | 846 | — 
G (1) 16b, 17b ,, 100° 268—269° | 58,73 | 8,15 | 4,64 
G (2) 16b, 17b [29 ,, 20° 268—269° |58,50 | 840 | — 
H 


23 , 132° 
17d, 18b |54 ,, 132° 271—273° [55,98 | 8,48 | 4,40 
J 18a, ,, 130°, @] 272—273° |61,08 | 836 | — 


C,H,,.0, + C,H. “O,Na + H,O = C,,H,,0,Na (ber.) | 60,43 | 8,45 | 4,29 
+ CgH,O,.Na + 2H,O = C,,H,,0,.Na (ber.) | 58,46 | 8,54 4,15 
© und direkt vor der Analyse 2Stunden bei 130° im Hochvakuum; 
hierbei verlor die Substanz 0,67 Mol H,O. 


*) Die Zersetzungspunkte der verschiedenen reinen NaPr.gl.-Praparate 
in dieser und der voranstehenden Arbeit sind nicht immer gleich; dies liegt 
an der unterschiedlichen Art des Erhitzens. MaBgeblich ist das gleiche 
Verhalten der Mischung und der beiden Onan, die gleichzeitig im 
selben Paraffinbad erhitzt wurden. 
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Die Analysen fiir das aus dem Desoxy-corticosteron erhaltene 
NaPr.gl. (Tab. 2) ergaben anfangs betrichtlich zu niedrige Kohlen- 
stoffwerte. Dies liegt an den stark hygroskopischen Kigenschaften 
dieser Verbindung, wie es in der voranstehenden Arbeit beschrieben 
wurde. Durch nochmaliges scharfes Trocknen direkt vor der Ver- 
brennung wurden auch hier Werte erhalten, die den theoretischen 
sehr nahe liegen. 

Die hydrolytische Spaltung der Pr.gl.-Verbindung lieferte 
Pregnandiol, das durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt identi- 
fiziert wurde. Die Naphthoresorcin-Probe zeigte in vdllig 
gleicher Weise wie bei den Préiparaten aus Schwangerenharn oder 
dem Harn der mit Progesteron behandelten Kaninchen*%) die An- 
wesenheit von Glucuronsaure an. 


Die Reduktion des Desoxy-corticosterons (III) (21-Oxy-pro- 
gesteron) zum Pr. (II) stellt einen in der Steroidreihe bisher un- 
bekannten Reaktionstypus des Organismus dar. Wir kennen iiber- 
haupt nur einige wenige Falle, bei denen im Tierkérper der Ersatz 
einer alkoholischen Hydroxylgruppe durch ein H-Atom durch- 
gefihrt wird’), Kim’) fand nach Verfiitterung von 18,8 g Chol- 
-siure (als Natriumsalz) an 118 Meerschweinchen im Harn der Tiere 
insgesamt 15 mg und in der Galle 200 mg Desoxycholsiure und 
nimmt an, daB sich diese unter intermediarer Entstehung einer 
Ketogruppe durch Reduktion des Sauerstoffatoms an C, zu H aus 
der verabreichten Cholsiure gebildet habe. Obwohl von Imai) 
in der Meerschweinchengalle keine Desoxy-cholsaéure aufgefunden 
werden konnte, erscheint es bei der geringen Ausbeute doch 
nicht absolut sicher, daB sie aus der verfiitterten Cholsaure ent- 
standen ist. 

Sicher nachgewiesen wurde die Reduktion einer Ketogruppe 
zur Methylengruppe. Durch Verfiitterung von Benzoyl-propion- 
siure (IV) konnte im Tierversuch*®) und beim Menschen”) die 
Ausscheidung von Phenylessigsiure (V) festgestellt werden. 


C,H,—CO—CH,—CH,—COOH C,H,—CH,—CO OH 
IV Benzoylpropionsiaure. V_ Phenylessigsiure. 


6) Vgl. F. G. Fischer, Fortschr. d. Chemie organ. Natst. 3, 30ff. (1939). 
7 C. HH. Kim, Diese Z. 261, 97 (1939). 

8) J. Imai, Diese Z. 248, 65 (1937). 

%) F. Knoop, Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

1) K. Thierfelder u. E.Schempp, Pfliigers Arch. 167, 280 (1917). 
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Méglicherweise verlauft diese Reduktion iiber eine ungesiattigte 
Athylenverbindung, die sich durch Wasserabspaltung aus der 
entsprechenden Oxysaure bilden kénnte 1"). 

Kin weiterer Fall der Reduktion einer Gruppierung ->C—OH 
—» >C—H ist verbunden mit einem oxydoreduktiven Vorgang, 
der eine typisch zellvertraute Reaktion darstellt: Der Ubergang der 
Phosphoglycerinsiure (VI) zu Phospho-brenztraubensiure (VIII) !*): 


Cm CZO0—P=0 —O—P=O 
| \OH \OH 
COOH COOH COOH 
VI 3-Phospho- VII 2-Phospho- VIII = Phospho- 
glycerinsdure. glycerinsdure. brenztraubensiure. 
CH, CH, 
b=0 
COOH 
IX  Brenz- X Milch- 
traubensiure. sdure. 


Aus der Brenztraubensaure kann durch Glycerinphosphor- 
siure Milchsiure (X) entstehen (Embden, Meyerhof, Lohmann). 
Man weib, daB diese oxydoreduktiven Uberginge im Organismus, 
die so zu einem Ersatz der CH,—OH-Gruppe der Glycerinsiure 
durch eine CH,-Gruppe in der Milchsiure bei der anaeroben 
Muskelglykolyse fiihren, an die intermediire Bildung von Phosphor- 
siureestern gebunden sind. Die reagierenden Gruppen bei der Um- 
wandlung des Desoxycorticosterons in Pr. sind dieselben, wenn 
man annimmt, daB die Carbonylgruppe am C,, zunachst zu einer 
Oxygruppe reduziert wird. DaB dieser Ubergang méglich ist, zeigt 
die Entstehung von Pr. aus Progesteron. Es erscheint plausibel, 
anzunehmen, daB der Ubergang der so gebildeten Glykol-Seiten- 
kette (XI) in die Acetylgruppierung des Progesterons (XIIb, I): 


CH,—OH 2 CH, 

| 
R R R 


XI XIla XIIb 


1) Vgl.®, S. 46. 
1%) Vgl. E. Lehnartz, Einfiihrung in die chemische Physiologie, 4. Aufl., 


1940, 8S. 334; O. Warburg u. W. Christian, Naturw. 29, 589 (1941). 


| 
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ebenfalls unter Mitwirkung der Phosphorsiure verlauft, die sich 
bereits vor der Reduktion der Carbonylgruppe (C,,) zur Hydroxyl- 
gruppe mit der primiren Alkoholgruppe verestert haben kénnte; 
hierdurch wiirde eine Reaktionsfolge, fiir die wir sonst in der 
physiologischen Chemie keine Parallele haben, in formale Analogie 
gesetzt zu einem wohlbekannten Vorgang, der zugleich ein grund- 
legender StoffwechselprozeB des tierischen Organismus ist. 

Diese Vorstellung gewinnt dadurch an Wabhrscheinlichkeit, 
daB in vielen Arbeiten verschiedener Autoren'*), auf Grund tier- 
experimenteller Untersuchungen der Schlu8 gezogen worden ist, 
daB das Nebennierenrindenhormon im Organismus die Funktion 
eines allgemeinen Katalysators fiir Phosphorylierungsvorgange 
zu erfillen hat. Beim Ausfall der Nebenniere treten unter 
anderem eine Reihe von Erscheinungen auf (Muskelermiidbarkeit, 
Hemmung der Resorption von Fett- und Kohlenhydrat aus dem 
Darm, Stérung der Lactoflavin-Phosphorylierung usw.), die sich 
unter dem einheitlichen Gesichtspunkt einer Stérung der Phos- 
phorylierungsreaktionen betrachten lassen '4); Zufiihrung von Neben- 


nierenrindenhormon bringt diese Ausfallserscheinungen wieder zum | 


Verschwinden. Reichstein und Steiger [*), S. 1170] glauben, 
daB fiir eine solche Phosphatiibertragung der Cortinstoffe die Ketol- 
gruppierung R-CO-—CH,—OH verantwortlich ist, die nach Langen- 
becks Versuchen iiber Esterase-Modelle!5) durch eine ausgeprigte 
Fahigkeit zur Esterbildung und besonders schnelle Verseifbarkeit 
ausgezeichnet ist. Tatsachlich enthalten alle bisher gefundenen 
stark wirksamen Nebennierenrindenstoffe diese Ketolgruppierung 
an den C-Atomen 20 und 211%), Der Befund von Reichstein, 
daB der Phosphorsiureester des Desoxycorticosterons nicht starker 
wirksam ist als das freie Oxydiketon!"), spricht nicht gegen die 
Vorstellung, daB die Cortinwirkung iiber einen solchen Phosphor- 
siureester verliuft, da es fraglich ist, ob der Phosphorsiureester 
an den Ort seiner Wirkung gelangt, bevor eine Verseifung an der 
Ketolgruppierung eingetreten ist. 

Die Injektion von Desoxycorticosteron in Kaninchen hat gezeigt, 
daB die Umwandlung der CH,—OH-Gruppe in die CH,-Gruppe so 


18) K. Lang, Pfliigers Arch. 229, 60 (1931); F. Verzar, Die Funktion 
der Nebennierenrinde, Basel 1939. 
1) dazu T. Reichstein, Erg. Vitamin- u. Hormonforsch. 1, 336 (1938). 
*) W. Langenbeck, Ber. chem. Ges. 69, 514 (1936); 71, 1465 (1938). 
*) M. Steiger u. T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 21, 171 (1938). 
") T. Reichstein u. W. Schindler, Helvet. chim. Acta 23, 669 (1940). 
2 * 
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leicht vor sich geht, daB es fiir die Ausbeute an Pr. keinen Unter- 
schied bedeutet, ob man Progesteron oder Desoxycorticosteron 
verabreicht. Man sollte daher erwarten, daB es noch weitere 
Hinweise fiir einen solchen Ubergang der Ketol-Seitenkette in die 
CH,—CO-gruppierung des Progesterons im Organismus gibt. Das 
ist der Fall; in Untersuchungen am Kaninchen im Testverfahren 
nach Corner und Clauberg wurde gefunden, daB das Desoxy- 
corticosteron Corpus luteum-Hormon-Wirkung entfaltet}5); sie be- 
trigt nach Hohlweg'’) etwa 1/,, der des Progesterons. Diese 
Befunde konnten kiirzlich auch am Menschen bestitigt werden. 
Auf Grund der vorliegenden Arbeit halten wir es fir wahrschein- 
lich, daB diese Wirkung des Desoxycorticosterons durch einen 
teilweisen Ubergang in Progesteron zustande kommt. 


Auf der anderen Seite finden sich in der Literatur auch An- 
gaben dafiir, dab dem Progesteron eine gewisse Nebennierenrinden- 
hormon-Wirkung zukommt, eine Erscheinung, die auf der Um- 
kehrung der oben formulierten Reaktionsfolge XI <-> XII (vgl. 
VI <-> VII) beruhen kénnte. Von physiologischer Seite war fest- 
gestellt worden, daB nebennierenlose Hiindinnen am Leben bleiben, 
wenn funktionierende Gelbkérper vorhanden sind ®°); dasselbe gilt fiir 
Frettchen?'). Der Befund von Swingle und Mitarb.*°), daB Zufuhr 
von Progesteron an nebennierenlose Hunde (bei Abwesenheit eigener 
funktionierender Gelbkérper) Cortin nicht zu ersetzen vermochte, 
spricht nicht gegen eine Cortinwirksamkeit des Progesterons, da 
die angewandte Dosierung (tiiglich 1—2 mg Progesteron) zur Priifung 
dieser Frage unzureichend ist, wenn man bedenkt, daB nach iiber- 
einstimmenden Angaben der Literatur 1,5 mg Corticosteron *’) bzw. 
1—1,5 mg Desoxycosticosteron-acetat?’) benétigt werden, um einen 
adrenalektomierten Hund in gutem Zustand zu erhalten. Tat- 


') F. Hoffmann, Zbl. ges. Gynik. 62, 2694 (1938); K. Miescher, 
W.H. Fischer, u. E. Tschopp Nature 142, 435 (1938); W. Hohlweg, 
Zbl. ges. Gynik. 63, 1143 (1939); J. van Heuverswyn, V. J. Collins, 
W.L. Williams u. W. U. Gardner, Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 
41, 552 (1939). 

™ O. Neumann, Zbl. ges. Gynik. 65, 1968 (1941). 

») J.M. Rogoff u. G.N. Stewart, Amer. J. Physiol. 86, 20 (1928); 
SS, 162 (1929); W. W. Swingle, W. M. Parkins, A. R. Taylor, H. W. Hays 
u. J. A. Morrell, Ebenda 119, 675 (1937). 

1) R. Gaunt u. H. W. Hays, Amer. J. Physiol. 124, 767 (1938). 

*%) E.C. Kendall, H.L. Mason, W. M. Hoehn u. B. F. MeKenzie, 
roe. Staff Meet. Mayo Clin. Rochester 12, 136 (1937). 
G.W. Thorn H. Eisenberg, Endocrinol. 25, 39 (1939). 
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sichlich konnten nebennierenlose Ratten*‘) mit taglich 1—4 mg, 
adrenalektomierte Katzen?) mit taglich 10 mg und nebennierenlose 
Frettchen?!) mit tiglich 2 mg Progesteron am Leben erhalten 
werden. Die oben erwahnte Wirkung des Cortins auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel hat sich bei der Ratte durch Progesteron nicht 
hervorrufen lassen **"); beim Frettchen lieB sich jedoch mit 60 mg 
des Corpus luteum-Hormons die fiir die Nebennierenrindenhormon- 
Wirkung typische starke Erhéhung des Leberglykogens erreichen "). 


CH,OH CH, 
CH,| ~OH CH, 
OH) CH, 
| 
allo-Pregnan- allo-Pregnan- 
3, 11,17, 20, 21-pentol. ol (3)-on (20). 
CH, 
CH,|_-O0H 


XV_17-Oxy-progesteron. 


Ks sei noch erwihnt, daB in der Nebenniere neben den Stoffen 
mit der Ketolgruppierung R—CO—CH,—OH auch Verbindungen 
mit den Seitenketten —CH—OH—CH,—OH, -—CO—CH, und 
—CH—OH—CH, vorkommen; so wurden ein gesittigtes Pentol 


*4) R. Gaunt, W. O. Nelson u. E. Loomis, Proce. Soc. exper. Biol. 
a. Med. (Am.) 39, 319 (1938); A. Fischer u.M. Engel, Rev. frang. Endocrin. 
16, 400 (1938); R. A.Greene, J. A. Wells u. A. C. Ivy, Proc. Soe. exper. 
Biol. a. Med. 40, 83 (1939); E. L. Schwabe u. F. E. Emery, Ebenda 40, 
383 (1939). 

*5) E. L. Corey, Amer. J. Physiol. 129, P 340 (1940). 

26) Ders. Ebenda 129, P 339 (1940). . 

*") R. Gaunt, J. W. Remington u. A. Edelmann, Proce. Soe. exper. 
Biol. a. Med. (Am.) 41, 429 (1939). 
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(XIIT)?8), ferner das auch im Corpus luteum vorkommende”®) allo- 
Pregnanolon (XIV)*), Progesteron (I)*°) und neuerdings auch das 
17-Oxy-progesteron (XV)*") isoliert **). 

Auf Grund verschiedener Befunde, besonders von Arbeiten 
mit deuterium-beladenen Molekiilen**) wird es mehr und mehr 
wahrscheinlich, daB die Synthesen der Sterine, Gallenséuren und 
Steroidhormone im tierischen Organismus aus kleinen Bausteinen, 
wie den Dreierketten des Kohlenhydratabbaus (Glycerinaldehyd, 
Dioxyaceton) entstehen.* Reichstein [*4), S. 368] nimmt an, daB 
sich dabei zunichst sauerstoffreichere Zwischenstufen bilden, 
die dann reduziert werden. In der aufgefundenen Umwandlung 
des Desoxycorticosterons zu Pregnandiol lige der erste bekannte 
Fall einer solchen reduktiven Entfernung einer Oxygruppe im 
Steringeriist vor. 

Die Frage, ob sich aus der Abwandlung des Desoxycorti- 
costerons zu Pr. und seine Ausscheidung als Pr.gl. im Harn Fol- 
gerungen fiir die klinisch-diagnostische Bestimmung des Pr.gl.’) 
ergeben, wird ii anderem Zusammenhange besprochen werden. 


Nach AbschluB dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von 
einer Veréffentlichung amerikanischer Autoren, in der ein analoger 
Versuch mitgeteilt wird. Hamblen und Mitarb.%‘) injizierten 
einem gesunden Manne 5mal 5 bzw. 5mal 10 mg Desoxycorti- 
costeron-acetat intramuskulir, arbeiteten den Harn in der zur 
Priifung auf Pr.gl. iiblichen Weise auf und erhielten 29 bzw. 16 mg 
eines Stoffes, den sie fiir NaPr.gl. halten. AuBer den Schmelz- 
punkten (240° bzw. 261°) ist eine Charakterisierung oder Iden- 
tifizierung der Stoffe nicht angegeben. 


*8) O. Wintersteiner u. J. J. Pfiffner, J. of Biol. Chem. 111, 599 
(1935); T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 19, 29 (1936); H. L. Mason, 
C.S. Myers u. E. C. Kendall, J. of Biol. Chem. 114, 613 (1936). 

*) A.Butenandtu.Ulrich Westphal, Ber. chem. Ges. 67, 1440 (1934). 

%°) D. Beall u. T. Reichstein, Nature 142, 479 (1938); Biochem. J. 
(Brit.) 32, 1957 (1938). 

1) J. J. Pfiffner u. H. B. North, J. of Biol. Chem. 132, 459 (1940); 
139, 855 (1941); J. v. Euw u. T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 24, 879 
(1941). 

‘2) Uber weitere Verbindungen mit der Seitenkette —CH—OH—CH, 
vel. 1), S, 364, 366. 

8) D. Rittenberg u. R.Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 121, 
235 (1937); R. Sonderhoff u. H. Thomas, Liebigs Ann. 530, 195, 203 (1937). 

4) W. K. Cuyler, C. Ashley u. E.C. Hamblen, Endocrin. 27, 177 


(1940). 
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An der Durchfiihrung der Versuche war Friulein G. Winheller be- 
teiligt. Der Schering A.-G. danke ich verbindlichst fiir die Uberlassung 
der Desoxycorticosteron-Priaparate. 


Versuche 


Gewinnung des Natrium-Pregnandiolglucuronats. Die fiir die 
subcutane Injektion verwendete Lésung wurde in der Weise hergestellt, 
daB 1 g Desoxycorticosteron iu 5cem Aceton gelést und darauf 45 cem 
Sesam6l zugegeben wurden; die Lésung enthielt 20 mg des Hormons im 
Kubikzentimeter. Von dem Desoxycorticosteronacetat (fiir Kaninchen Nr. 17d 
und 18b, Tab. 1) wurde die dquivalente Menge (1,15 g) verwendet; da 
das Acetat bei dieser Konzentration (23 mg pro cem Sesamél, dem 10°, 
Aceton zugesetzt waren) bei Zimmertemperatur auskrystallisierte, wurde die 
Lésung vor der Injektion auf Kérpertemperatur erwirmt. Harnsammlung 
und Aufarbeitung des Pr.gl. wurde in vollig gleicher Weise wie nach der 
Injektion von Progesteron durchgefiihrt; es sei daher auf die entsprechen- 
den Versuchsbeispiele in der voranstehenden Arbeit*) verwiesen. Zur Be- 
rechnung des ausgeschiedenen Pr. wurde die Gesamtmenge an erhaltenem 


NaPrgl. mit dem Quotienten ={- multipliziert (Mol-Gew. Pr. = 320,50 


Mol.-Gew. NaPr.gl. + 1,5 H,O = 545,64); dieser Pr.-wert wurde um den 
Quotienten = erhéht, um ihn in Prozent des injizierten Desoxycorti- 


costerons (Molgewicht Desoxycorticosteron = 330,45) auszudriicken. 


Das erhaltene NaPr.gl. zeigte nach dem Umkrystallisieren aus Wasser- 
Alkohol und Wasser—Aceton einen konstanten Schmelzpunkt unter Zer- 
setzung um 271—273° Die optische Drehung ergab folgende Werte: 


19,2 mg (Priparat von Kaninchen 15b, 16a, 17a, Tab. 1), 16,0 mg 
(Priparat von Kaninchen 17d, 18b) in je 2 ecm 50°/,igen waBrigem Alkohol, 
1 = 1dm, a}8= — 0,08° 0,073°; 8,3, — 


Analysen (vgl. Tab. 2): | 

4,741 mg E: 9,695 mg CO,, 3,510 mg H,O. — 7,320 mg E: 1,090 mg 
Na,SQ,. 

4,655 mg F: 9,820 mg CO,, 3,520 mg H,0. 

4,807 mg G (1): 10,345 mg CO,, 3,500 mg H,O. — 5,790 mg G (1): 
0,830 mg Na,SO,. — 4,569 mg G (2): 9,795 mg CO,, 3,430 mg H,O. 

2,691 mg H: 5,520 mg CO,, 2,040 mg H,O. — 10,660 mg H: 1,450 me 
Na,SQ,. 
_-§,467 mg J bei 130° im Hochv. getr.: 0,124 mg Gew.-Verl. — 5,343 mg J 
(getr.): 11,960 mg CO,, 3,990 mg H,O. 


Auch die Naphthoresorein-Probe und die Hydrolyse des Pr.gl. 
wurden ebenso wie in der voranstehenden Mitteilung*) durchgefiihrt; sie 


hatten vollig gleichartige Ergebnisse. 
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Quantitative Trennung von Aminosduren 
durch Austauschadsorption an Aluminiumoxyd 


Von 


Theodor Wieland 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1941) 


G. M. Schwab und K. Jockers?) zeigten, daB aus einer 
waBrigen Liésung die Schwermetallionen an eine Siule von Alu- 
miniumoxyd adsorbiert werden. Bei dieser ,,anorganischen Chro- 
matographie“ handelt es sich nicht um eine echte Adsorption in- 
tolge reiner Oberflachenwirkung, sondern um einen Jonenaustausch. 
Wie die Autoren beweisen konnten, sind im kiuflichen Aluminium- 
oxyd (Merck) die fiir die Ionenbindung maBgeblichen Stellen durch 
Natriumionen besetzt. Beim DurchflieBen einer Schwermetallsalz- 
lésung findet eine Verdringung der Natriumionen durch solche 
Tonen statt, die mit dem anionischen Rest des Adsorptionsmittels 
(Alumination) schwerer lésliche Salze oder spinellartige Verbindungen 
geben. Ks wurde nun gepriift, wie sich die Kationen der basischen 
Aminosauren, die zwei positive und eine negative Ladung tragen, 
bei der Kinwirkung ihrer Lésungen auf Al,O, verhalten. 


man eine waBrige Lésung von Lysin oder Arginin, 
die mit Salzsiure gegen Lackmus genau neutralisiert sein muB*), 
durch eine Séiule von Aluminiumoxyd (Merck) laufen, so be- 
obachtet man, daB vom Filtrat, auch bei ausgiebigem Nachwaschen 
mit Wasser, keine Ninhydrinreaktion gegeben wird. Hingegen 
kann man mit Proben der aus dem Rohr gestoBenen Siaule durch 
Kochen mit etwas Phosphatpuffer (p,, 7,0) und einigen Tropfen 
Ninhydrinlésung nachweisen, daB die gesamte Aminosiure in 


*) Der isoelektrische Punkt von Lysin liegt bei ~3 x 10-"°, derjenige 
von Arginin bei ~3 x 10-"! (L. Michaelis, Die Wasserstoffionen-Konzen- 
tration I, 2. Aufl., Berlin 1922, S. 60), so daB beide Aminosiiuren bei py =7 
praktisch ganz als Kationen (+ + —) vorliegen. 
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einer Zone, wohl in Form des Kations haftengeblieben ist. 
Anders verhalten sich die Aminomono-carbonsiuren. Schon 
mit wenig Wasser werden sie aus der Aluminiumoxydsiule voll- 
stindig ausgewaschen. Die Aminodicarbonsiuren werden aus lack- 
musneutraler Lisung ebenfalls nicht adsorbiert. Dieser Befund 
ergab die Méglichkeit einer quantitativen Trennung der basischen 
Aminosiuren von den neutralen + sauren. 


Histidin wird von Aluminiumoxyd Merck aus lackmus- 
neutraler Lisung viel weniger festgehalten*). Mit Hilfe der Nin- 
hydrinreaktion liBt sich zeigen, daB schon nach kurzem Waschen 
diese Aminosiiure im Filtrat erscheint, so daB ihre Abtrennung 
von den neutralen + sauren auf diese Weise nicht médglich ist. 


Behandelt man das alkalisch reagierende Aluminiumoxyd 
Merck mit wiBriger Salzsiure, so wird Kochsalz gebildet. Die 
Natriumionen des Adsorptionsmittels werden dabei von Wasser- 
stoffionen verdringt. Gleichzeitig wird das Aluminat-anion zu 
einem, wohl infolge von Hydrolyse hydroxylhaltigen Kation, das 
nun die Anionen verschiedener Séiuren mehr oder weniger fest 
als wasserunlisliche Salze zu binden vermag. Wie Schwab und 
Dattler’) zeigen konnten, l48t sich an Aluminiumoxyd, das mit 
wiBriger Salzsiiure oder Salpeterséure vorbehandelt war, eine 
Trennung von anorganischen Saéuren durchfiihren, wenn man die 
wiBrige Lisung ihrer Alkalisalze durch eine solche Siule schickt. 
Auch hier ist eine Verdringung, diesmal der Anionen der zur 
Vorbehandlung verwendeten Saure durch die Anionen der Analysen- 
lésungen unter Bildung von schwerléslichen Aluminiumsalzen die 
Ursache. 


Die Anwendung dieser Austauschadsorption auf organische 
Siuren hat bei Pantothensiiure-konzentraten aus Thunfischleber 
zu einer 10fachen Anreicherung an Pantothensiure gefiihrt*). Das 
Pantothensiiure-anion vermag namlich auch das Chlor-ion aus der 
sauren Siule zu verdringen, um selbst festgehalten zu werden, 
wihrend eine Reihe anderer Anionen, Neutralkérper und Basen 
die Saéule unverindert passieren. Spater erwies sich die HCl- 
vorbehandelte Siule als duBerst niitzlich zur Abtrennung von 
unumgesetzten neutralem Material aus Syntheseansitzen von 


*) Der isoelektr. Punkt von Histidin liegt bei 6,2 x 10-* (L. Michaelis, 
a, a. O.), 80 daf bei py =7 erst ein sehr geringer Teil als Kation vorliegt 
und das Adsorptionsyerhalten demjenigen von Glykokoll, Leucin usw. nahe- 
kommt, deren isoelektr. Punkte bei 6—9 x 10-7 liegen. 
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Quantitative Trennung von Aminosduren 
durch Austauschadsorption an Aluminiumoxyd 


Von 


Theodor Wieland 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1941) 


G. M. Schwab und K. Jockers?) zeigten, daB aus einer 
waBrigen Lésung die Schwermetallionen an eine Siule von Alu- 
miniumoxyd adsorbiert werden. Bei dieser ,,anorganischen Chro- 
matographie“ handelt es sich nicht um eine echte Adsorption in- 
folge reiner Oberflichenwirkung, sondern um einen Jonenaustausch. 
Wie die Autoren beweisen konnten, sind im kauflichen Aluminium- 
oxyd (Merck) die fiir die Jonenbindung ma8geblichen Stellen durch 
Natriumionen besetzt. Beim DurchflieBen einer Schwermetallsalz- 
lésung findet eine Verdringung der Natriumionen durch solche 
Tonen statt, die mit dem anionischen Rest des Adsorptionsmittels 
(Alumination) schwerer lésliche Salze oder spinellartige Verbindungen 
geben. Ks wurde nun gepriift, wie sich die Kationen der basischen 
Aminosiéuren, die zwei positive und eine negative Ladung tragen, 
bei der Einwirkung ihrer waBrigen Lésungen auf Al,O, verhalten. 


LiBt man eine wiBrige Lésung von Lysin oder Arginin, 
die mit Salzsiure gegen Lackmus genau neutralisiert sein mub*), 
durch eine Saule von Aluminiumoxyd (Merck) laufen, so be- 
obachtet man, daB vom Filtrat, auch bei ausgiebigem Nachwaschen 
mit Wasser, keine Ninhydrinreaktion gegeben wird. Hingegen 
kann man mit Proben der aus dem Rohr gestoBenen Saule durch 
Kochen mit etwas Phosphatpuffer (p,, 7,0) und einigen Tropfen 
Ninhydrinlésung nachweisen, daB die gesamte Aminosdure in 


“) Der isoelektrische Punkt von Lysin liegt bei ~3 x 10-"°, derjenige 
von Arginin bei ~3 x 10-" (L. Michaelis, Die Wasserstoffionen-Konzen- 
tration I, 2. Aufi., Berlin 1922, S. 60), so daB beide Aminosiiuren bei py =7 
praktisch ganz als Kationen (+ + —) vorliegen. 
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einer Zone, wohl in Form des Kations haftengeblieben ist. 
Anders verhalten sich die Aminomono-carbonséuren. Schon 
mit wenig Wasser werden sie aus der Aluminiumoxydsiule voll- 
stindig ausgewaschen. Die Aminodicarbonsiuren werden aus lack- 
musneutraler Lisung ebenfalls nicht adsorbiert. Dieser Befund 
ergab die Moglichkeit einer quantitativen Trennung der basischen 
Aminosiuren von den neutralen + sauren. 


Histidin wird von Aluminiumoxyd Merck aus lackmus- 
neutraler Lisung viel weniger festgehalten*). Mit Hilfe der Nin- 
hydrinreaktion li8t sich zeigen, daB schon nach kurzem Waschen 
diese Aminosiiure im Filtrat erscheint, so da8 ihre Abtrennung 
von den neutralen + sauren auf diese Weise nicht méglich ist. 


Behandelt man das alkalisch reagierende Aluminiumoxyd 
Merck mit wiBriger Salzsiure, so wird Kochsalz gebildet. Die 
Natriumionen des Adsorptionsmittels werden dabei von Wasser- 
stoffionen verdringt. Gleichzeitig wird das Aluminat-anion zu 
einem, wohl infolge von Hydrolyse hydroxylhaltigen Kation, das 
nun die Anionen verschiedener Sauren mehr oder weniger fest 
als wasserunlisliche Salze zu binden vermag. Wie Schwab und 
Dattler?’) zeigen konnten, 14Bt sich an Aluminiumoxyd, das mit 
waBriger Salzsiure oder Salpetersiure vorbehandelt war, eine 
Trennung von anorganischen Saéuren durchfiihren, wenn man die 
waBrige Lisung ihrer Alkalisalze durch eine solche Siaule schickt. 
Auch hier ist eine Verdringung, diesmal der Anionen der zur 
Vorbehandlung verwendeten Saure durch die Anionen der Analysen- 
lésungen unter Bildung von schwerléslichen Aluminiumsalzen die 
Ursache. 


Die Anwendung dieser Austauschadsorption auf organische 
Siuren hat bei Pantothensiiure-konzentraten aus Thunfischleber 
zu einer 10fachen Anreicherung an Pantothensiure gefihrt*). Das 
Pantothensiure-anion vermag namlich auch das Chlor-ion aus der 
sauren Siiule zu verdringen, um selbst festgehalten zu werden, 
wihrend eine Reihe anderer Anionen, Neutralkérper und Basen 
die Saéule unverindert passieren. Spiter erwies sich die HCl- 
vorbehandelte Siule als duBerst niitzlich zur Abtrennung von 
unumgesetzten neutralem Material aus Syntheseansiitzen von 


*) Der isoelektr. Punkt von Histidin liegt bei 6,2 x 10-° (L. Michaelis, 
a. a. O.), 80 da& bei py =7 erst ein sehr geringer Teil als Kation vorliegt 
und das Adsorptionsverhalten demjenigen von Glykokoll, Leucin usw. nahe- 
kommt, deren isoelektr. Punkte bei 6—9 x 10-7 liegen. 
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Pantothensiure*) oder a, y-Dioxy-f, 6-dimethyl-butyryl-taurin °): 
Es war deshalb zu erwarten, daB an eine HCl-vorbehandelte 
Aluminiumoxydsiiule auch die Anionen der Aminodicarbonsauren. 
adsorbiert wiirden, wahrend die neutralen und basischen Amino- 
sauren die saure Siule unveriindert passieren sollten. Diese 
Erwartung bestitigte sich in vollem Umfange. An eine Saule 
von Aluminiumoxyd, das mit verdinnter HCl vorbehandelt 
ist, werden Asparaginsiure und Glutaminsadure beim Durch- 
geben der waBrigen Mononatriumsalzlésungen in eng umschriebenen 
Zonen festgehalten. Die neutralen und basischen Aminosauren 
hingegen laufen durch diese Saule leicht hindurch. 

Durch Anwendung der beiden beschriebenen Adsorptionsmittel, 
der ,, basischen Saiule“ und der ,,sauren Saiule“ sich da- 
her eine bequeme Aufteilung der Aminosiuren in basische, neu- 


trale und saure durchfihren. 


Versuchsmethodik 


A. Adsorption 


Fiir alle Versuche wurde ein Chromatographierohr von 8— 10mm 
lichter Weite und 150 mm Linge beniitzt. Als AbschluB nach 
unten geniigt ein dichter Wattepfropfen, auf dem das Adsorptions- 
mittel in waBriger Suspension unter ganz schwachem Saugen auf- 
gegossen wird. Einer Saiulenhéhe von 50 mm entsprechen etwa 
5 g Al,O,. Um ein Aufwirbeln beim Einfiillen der Analysenlésung 
zu vermeiden, wird die Séiule oben durch einen lockeren Watte- 
pfropfen abgeschlossen. Sie darf wihrend der Adsorption nie 
trocken werden. | 

Zur Darstellung der ,,basischen Siule“ wird Al,O, Merck in 
der etwa 3—4fachen Menge CO,-freien Wassers aufgeschlammt. 
Nach 1 Minute langem Stehenlassen wird die milchige Fliissig- 
keit vom Bodenkérper abgegossen. Dieser Vorgang wird 2 mal 
wiederholt, bis sich das Oxyd schnell und klar absetzt. 

Um die ,,saure Saule* zu erhalten, versetzt man Al,O, Merck 
mit der 3—4fachen Menge 1n-waBriger HCl, rihrt gut durch und 
spilt wie eben beschrieben mit Wasser, bis die klare Fliissigkeit 
gegen Lackmus nur noch ganz schwach sauer reagiert. 

Nach dem Einfillen der Adsorptionsmittel wird die gegen 
Lackmus genau neutralisierte Analysenlésung, meistens etwa 5 ccm, 
auf die Siule gegossen. Kurz danach entfernt man das vom Be- 
schicken des Rohres herrithrende waBrige Filtrat und 148t unter 
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schwachem Saugen die Lésung durchlaufen. Dann wird mit Wasser 
~ nachgewaschen und zum SchluB durch Verstirkung des Saugens 
nahezu alle Fliissigkeit aus dem Rohr gezogen. 


B. Bestimmung der Aminosaéuren 


Die quantitative Bestimmung der Aminosauren erfolgte, nach 
weitgehendem Abdampfen des Wassers im Vakuum, durch Titration 
in etwa 90°/,iger alkoholischer Lésung mit n/100 90°/,igem alko- 
holischem NaOH unter Beniitzung von Phenolphthalein als Indicator 
bis zur deutlichen Rotfirbung. 

An den so erhaltenen Werten miissen Korrekturen angebracht 
werden. Das aus dem basischen Al,O, ablaufende Wasser enthilt 
eine geringe Menge Alkali, so daB die Filtrate bei der Amino- 
siuretitration weniger Lauge verbrauchen, als ihrem Aminosiure- 
gehalt entspricht. Man fillt deshalb das Filtrat auf ein bestimmtes 
Volumen (20 ccm) mit Wasser auf und ermittelt in einem aliquoten 
Teil (4,0 ccm) den Alkaligehalt durch Titration mit n/100-HCl 
und Bromthymolblau*) als Indicator. Dieser Wert ist nach Um- 
rechnung auf das Gesamtvolumen zum Alkaliverbrauch bei der 
Aminosiuretitration zuzuzihlen. Umgekehrt enthalt das wiaBrige 
Filtrat der sauren Siule immer ein wenig freie Mineralsaure, die 
sich in ahnlicher Weise durch Titration mit n/100-NaOH in Wasser 
ermitteln und vom Alkaliverbrauch bei der Aminosiauretitration 
abziehen laBt. Die auf diese Weise korrigierten Werte sind jeweils 
in einer Spalte der Tabellen angegeben. Die Filtratmenge, welche 
nach der Korrektionstitration verbleibt, wird im Vakum auf 0,5 ccm 
eingedampft, mit 10 ccm frisch destilliertem Alkohol versetzt, kurz 
iiber freier Flamme aufgekocht und im Destillierkolben titriert. 


Versuchsergebnisse 


A. Abtrennung der basischen von den neutralen Aminos&uren. 
Mit der Ninhydrinreaktion ]4Bt sich nachweisen, daB 5 mg Lysin 
{als Dichlorhydrat eingewogen, als Monochlorhydrat (p,, 7,0) zur 
Adsorption gebracht] von 3 g unvorbehandeltem Al,O, fest- 
gehalten werden. 10 mg Alanin werden aus 4,0 g Al,O, mit 
10,0 com Wasser vollstindig ausgewaschen. 


*) Bei Verwendung von Phenolphthalein erhilt man denselben Korrektur- 
wert, doch 1i8t sich der Farbumschlag des Bromthymolblaus bequemer 
beobachten. 
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Tabelle I 


Basische Siule 


4,0 ¢ Al,O, (Merck), Filtrat auf 20,0 com mit Wasser aufgefiillt. 
Monoaminosiure im Filtrat titriert 


In [Wasch-] n/100-{ korr. mg 
Gemisch Wasser] wasser | Lauge | Wert | Amino-} gefun- 
ecm (cem) | (ecm) | (ccm) | séure | den 


5,0mg Lysindichlorbydrat 
(neutralisiert) 8,0 mg 
5,0 10,0 | 4,81 6,81 7,97 99,6 
5,0 mg Arginin (neutrali- 
siert) 5,0 mg Alanin. . 5,0 10,0 | 3,97 5,72 | 5,1 102,0 


Tabelle II 


Saure Siule 


4,0 g saures AJ,O,, Filtrat auf 20,0 cem mit Wasser aufgefiillt. 
Monoaminosiure im Filtrat titriert. 


In |Wasch n/100-] korr. mg */, 
Gemisch Wasser] wasser | Lauge | Wert | Amino-| gefun- 
ecm | (cem) | (ceem) | (ccm) | saéure | den 


20,0 mg Asparaginsiure 
(neutralisiert) .... 4,0 10,0 1,93 }- 0,07] — 
20,0 mg Asparaginsiiure 
(neutralisiert) 2,65 mg 
6,0 10,0 4,90 2,80] 2,50 | 94,5 


25,0 mg Asparaginsiure 
(neutralisiert) 8,0 mg 
5,0 10,0 | 11,6 8,9 7,9 99 


20,0 mg Glutaminsiure 


(neutralisiert) 5,0 mg 
Glykokoll. ..... 5,0 10,0 8,5 6,65} 4,97 | 100 


20,0 mg Glutaminsiure 
(neutralisiert) 8,0 mg 
6,0 10,0 8,95 6,80} 7,97 | 100 


25,0 mg Asparaginsiure 
(neutralisiert) 4,0 mg | 
5,0 | 10,0 5,48 3,34] 3,90 | 98 

20,0 mg Glutaminsiure | © 
(neutralisiert) 2,5 mg 
5,0 | 10,0 4,20 2,87] 2,55 | 102 

20,0 mg Glutaminsiure 


(neutralisiert) 20,0 mg 
12,0 8,0 22,4 21,3 | 19,0 95 


B. Abtrennung der sauren von den neutralen Aminosiuren. 
50 mg Asparaginsiure [als freie Siure eingewogen, als Mononatrium- 
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salz (p,, 7,5) adsorbiert] werden von 4,0 g saurem AI,O, fest- 
gehalten. 10mg Alanin werden mit 10 com Wasser vollstiindig 
ausgewaschen. 


C. Abtrennung der sauren und basischen Aminosaéuren von den 
neutralen. Das neutralisierte Aminosiuregemisch wurde zuerst 
durch 4,0 g der sauren Siule filtriert. Von dem auf 25,0 ccm 
mit Wasser aufgefiilltem Filtrat wurden 4,0 ccm zur Bestimmung 
der freien Mineralsiure und 10,0 ccm zur Titration der Summe 
von basischer + neutraler Aminosiure verwendet. Wéahrend sich 
Arginin in alkoholischer Lésung nicht vollstandig gegen Phe- 
nolphthalein titrieren lieB, konnte unter denselhen. Bedingungen 
Lysinmonochlorhydrat unter Verbrauch von genau 2 Aquivalenten 
Lauge bestimmt werden. Weitere 10,0 ccm des Filtrats aus der 
sauren Siule (basische und neutrale Aminosiuren) wurden nun 
durch 4,0 g normales Al,O, filtriert. In diesem Filtrat wurde 
wie unter A. die Monoaminosiure bestimmt. 

20,0 mg Glutaminsiure, 10,0 mg Arginin und 10,0 mg Valin 
wurden auf diese Weise getrennt, wonach 9,8 mg Valin wieder- 
gefunden wurden. In gleicher Weise wurde von einem Gemisch 
aus 25,0 mg Asparaginsiure, 10,0 mg Lysin und 10,0 mg Alanin 
9,5 mg Lysin und 10,3 mg Alanin wiedergefunden. 


Die Adsorption der Aminosiuren an die basische und an die 
saure Aluminiumoxydsiule ist, wie ausgefiihrt, in einer Ionen- 
bindung begriindet. Daher mu8 eine Elution der Adsorbate mit 
stiirker adsorbierbaren Ionen leicht méglich sein. Nach Schwab 
und Mitarbeitern wird aus dem basischen Al,O, das Natriumion 
durch Wasserstoff-ion sehr leicht verdringt. DomgemiB verdrangt 
dieses in unserem Falle auch leicht die basischen Aminosiuren, 
die daher spielend mit verdiinnten Sauren eluiert werden. Man 
l4Bt zum Zwecke der Elution der basischen Aminosduren 
so lange verdiinnte Salzsiure durch die Siule laufen, bis ein ver- 
mittels eines Gummiringes am Ausflu8 des Rohrs, befestigter Kongo- 
papierstreifen deutlich gebliiut ist. Die basische Aminosiure 
wird dabei als Chlorhydrat neben Natriumchlorid erhalten. In 
analoger Weise werden die Aminodicarbonséuren mit ver- 
diinntem Alkali von der sauren Saiule gebracht. MHierbei dient 
ein Streifen von Phenolphthaleinpapier als Indicator fiir den 
Endpunkt der Elution. Man erhalt so neben Alkalichlorid die 
Monoalkalisalze der Aminodicarbonsiuren. 
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Uber eine andere chromatographische Aminosduretrennung 
unter Verwendung von Bleicherden hat vor kurzem F. Turba‘ 
berichtet. Es gelang ihm, die basischen Aminosiuren Arginin, 
Lysin und Histidin an gewisse Bleicherden selektiv zu adsorbieren 
und gemeinsam adsorbierte getrennt mit primarem Kaliumphosphat 
zu eluieren. Die Turbasche Methode stellt eine willkommene 
Erginzung zu der hier besprochenen dar, indem sie eine weitere 
Aufteilung des basischen Aminosiuregemisches zuliBt. In dieser 
Arbeit findet man auch Literaturstellen iiber friihere diesbeziigliche 
Versuche anderer Autoren. AuBer diesen ist in unserem Zusammen- 
hang noch eine weitere Arbeit zu erwahnen. K. Felix und A. Lang’) 
haben versucht, in Permutiten das Na-ion gegen die basischen Amino- 
siuren auszutauschen und dabei eine gewisse Fraktionierung von 
Kiweibhydrolysaten erreicht. 

Die Ausniitzung der verschieden starken Adsorption von Amino- 
siuren an aktive Kohle hat A. Tiselius®) vor kurzer Zeit be- 
schrieben. Dabei wird die wiBrige Analysenlésung von unten 
durch eine Saiule von Aktivkohle gepreBt. In der oben austretenden 
Lésung erscheinen die Aminosaéuren getrennt nach ihrer Adsor- 
bierbarkeit. Zur Erkennung der einzelnen Komponenten wird die 
Schlierenphotographie mit groBem Erfolg angewendet. Diese schéne 
Methode eignet sich jedoch weniger zur praparativen Gewinnung 


und Trennung gréBerer Mengen. Eine solche soll nach dem in 


dieser Arbeit angegebenen Verfahren versucht werden. 
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Zur Acetylierung von Aminosduren in vivo 
Von 


Karl Bernhard und Heidi Steinhauser 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1941) 


In Jahre 1910 fand F. Knoop?) nach Fiitterung von f-Benzyl- 
brenztraubensiure ein Acetylprodukt des Benzylalanins und be- 
wies damit die Entstehung von Aminosauren aus Ketoséiuren und 
Ammoniak. Neubauer und Warburg?) erhielten bei der Leber- 
durchstrémung aus d,l-Phenyl-aminoessigsiure optisch aktive 
Acetyl-phenyl-aminoessigsaure, in Fiitterungsversuchen an Hunden 
wurde auch Phenyl-aminobuttersiure zum Teil acetyliert?). 

Knoop deutete die stattfindende Acetylierung als wichtige 
Intermediir-Reaktion des Aminosdure Auf- und Abbaues im Sinne 
von Erlenmeyer*) und de Jong‘) durch Oxydo-Reduktion unter 
Annahme, da’ 2 Molekiile Brenztraubensiure in Gegenwart von 
NH, 1 Molekiil Aminosiure und 1 Molekiil Essigsiure bzw. die 
entsprechende Acetylverbindung liefern: 


CH,-C\0-|COOH CH, -COOH 
NH 


Sowohl nach Gaben von I-, d,l-, oder d-Phenylaminobutter- 
siure an Hunde isolierten du Vigneaud und Irish‘) Acetyl- 
1(+)-phenyl-aminobutterséure. Sie erklarten diese Umwandlung 
der unnatiirlichen in die natiirliche Form durch Desaminierung 
zu Ketosiure und asymmetrische Reduktion derselben zum Acetyl- 
produkt der ]-Saure. Die Acetylierung durch Brenztraubensiure 
wurde dabei erneut als Zwischenreaktion der Aminosaure-Bildung 
in vivo diskutiert. 

Nachdem wir mit Hilfe von Deuterium als Indicator zeigen 
konnten, daB Essigsiure direkt mit am Benzolkern befindlichen 
Aminogruppen reagiert®) versuchten wir auch fiir die Acetylierung 
der Aminosiuren solche Beweise zu erbringen. | 
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Wir gingen dabei von der Annahme aus, daB beide Fille 
prinzipiell nicht verschieden sind und die Acetylierung als Ent- 
giftungsreaktion auf der Entstehung einer SAureamidbindung zwi- 
schen dem Carboxyl der Essigsiiure und einer Aminogruppe beruht. 

Als Beispiel wihlten wir fiir unsere Versuche das Hexahydro- 
phenylalanin (I), das, als Racemat oder 1-Form an Hunde verfiit- 
tert, teilweise als Acetyl-1(—)-hexahydro-phenylalanin (II) aus- 
geschieden wird’). 


H,6 —» me 
\CH,—CH,” \CH,-CH-COOH \CH,—CH,% \CH, -CH-COOH 
| 
I NH, II NH-CO-CH, 


Wir haben nun auch d(—)-Hexahydro-phenylalanin verabreicht 
und gleichfalls das Acetylprodukt des natiirlichen Isomeren be- 
kommen. Wie bei der Phenyl-aminobuttersiure findet Inversion 
der d- zur 1-Form statt, das Stoffwechselverhalten beider Amino- 
siuren diirfte daher weitgehend identisch sein. Die Gewinnung 
des Hexahydro-phenylalanins durch Hydrierung von T'yrosin ist 
einfacher als die Synthese der Phenyl-aminobuttersiure, die Aus- 
beuten an Acetylverbindung diirften giinstiger sein, auch gelingt 
ihre Isolierung besser. 

Wir verfiitterten 1(-+ )-Hexahydro- und d(—)-Hexahydro-phenyl- 
alanin als Chlorhydrat zusammen mit Deuterio-essigsiure ent- 
haltend 8,7 und 7,8 Atom-°/, D (D-Gehalte der Na-Acetate 6,5 
und 5,85 Atom-°/,) an zwei kohlenhydratreich ernihrte Hunde. In 
allen Fallen erwies sich das isolierte Acetyl-l(—)-hexahydro-phenyl- 
alanin als deuteriumhaltig. 


Tabelle I 


Fiitterung von Hexahydro-phenylalanin und Deuterio-essigsiiure 
als Na-Salz an Hunde 


| 
| 


Z Hexahydro- Deuterio- Acetylverbindung | Beteiligung 
| phenylalanin essigsiure der Essig- 
9] 5 |— Atom-°/, D] siiure an der 
mo | mg/kg | Atom- | mg/kg Atom- d. Acetyl-| Acetylierung 
die | %D | die loD gruppe in %, 
l(+)] 7,8 146 0,12 0,76 13,0 
1(+)/ 87 8,7 174 0,18 17,6 

3 |B YT 1(+){~ 69 8,7 207 0,26 1,64 25,2 

4 }M ] d(—)| 85 7,8 169 018 , 1,14 19,6 


Ly 
CH,—CH. H CH,—CH H 
| 
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Durch analoge Berechnung wie friiher®) ergaben sich die 
D-Gehalte der Acetylgruppen und schlieBlich die prozentuale 
Beteiligung der verfiitterten Essigsiure an der Acetylierung. 

In einem weiteren Versuch verabreichten wir an Stelle von 
schwerem Natriumacetat Deuterio-Aithanol mit 9,2 Atom-°/, D. Die 
daraus intermediar gebildete Essigsaure (D-Gehalt 4,6 °/,) reagierte 
weitgehend mit dem Hexahydro-phenylalanin. 


Tabelle II 


Fiitterung von 1(+)-Hexahydro-phenylalanin und 
Deuterio-ithanol an Hund M 


| Acetylverbind 
Hexahydro- | Deuterio- 
phenylalanin}| Athanol Atom-°/, D 
mg/kg/die | mg/kg/die | Atom-°/,D | der CH,CO-| 
Gruppe 
5 8g 267 0,31 1,96 | 426 
*) Beteiligung der aus dem Alkohol méglichen Essigsiiure an der 


Acetylierung. 


Kaninchen und Ratten, welche die hydrierte Aminosiure in 
Mengen von 360 bzw. 850 mg/kg/die erhielten, scheinen sie vollig 
zu verbrennen, in acetylierter Form fanden wir sie im Harne 
nicht 

Nach Gaben von Phenyl- —— und Deuterio- 
essigsiure oder Deuterio-alkohol an Ratten oder Hunde gelang 
uns die Isolierung von Acetyl-phenyl-aminobuttersaiure nicht. 
Unsere Hunde erhielten 84 und 240 mg/kg/die; Knoop’) hat 
wesentlich gréBere Dosen verfiittert. 


Experimentelles 


Das durch Hydrierung von 1(+)-Tyrosin in Salzsiure erhaltene Chlor- 
hydrat der 1(+)-Cyclohexy]l-c-amino-propionsiure schmolz bei 238° und zeigte 
eine spezifische Drehung [e]}i>= + 10,97°. 


C,H 1g0,NCl1 (MG 207,6) Ber. N 6,75 Gef, 6,80. 


d(—)-Cyclohexyl-«-aminopropionsiure haben wir durch Hydrierung von 
d-Phenylalanin dargestellt. Das Chlorhydrat schmolz bei 247° Polarisation: 
193,7 mg Chlorhydrat gelést in 0,5n-HCl, aufgefiillt auf 5 cem 


=— 0,449 = — 11,36°. 
201,3 mg Chlorhydrat gelést in 0,5n-HCl aufgefiillt auf 5 cem 
a =—0,45° = — 11,189, umgerechnet auf 
freie Aminosiure = — 13,57° 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 273 | 3 
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Waser und Brauchli®) geben den Schmelzpunkt des Chlorhydrates 
su 246°, die spezifische Drehung der Aminosiure zu — 13,32° an. N-Be- 
stimmung: Gefunden 6,76, 6,77°/,. 

Zur Gewinnung der Phenyl-aminobuttersiure hydrierten wir in Gegen- 
wart von Ammoniak mit Palladium als Katalysator*®) Benzalbrenztrauben- 
siiure C,H,-CH=CH-CO-COOH"). Die entstehende Aminosdure wurde aus 
heiBem NH,-haltigem Wasser umkrystallisiert. 


(MG 179,0) Ber. N 7,82 Gef. N 7,78. 


Schwere Essigsiiure sowie schweren Alkohol erhielten wir wieder 
durch Verdiinnung von Deuterio-essigsiure CD,COOD bzw. Deuterio-alkohol 
CD,CD,OD mit Eisessig bzw. absolutem Alkohol. Die D-Gehalte betrugen 
fiir die Essigsiure 8,71 + 0,13 und 7,80 + 0,01 Atom-°/,, fiir den Alkohol 
9,20 + 0,1 Atom-?/,. 

Tierversuche. Den beiden gesunden Hunden B (é) und M (9) gaben 
wir das Hexahydro-phenylalanin-chlorhydrat gleichzeitig mit dem schweren 
Acetat oder dem Deuterio-alkohol einem Futter aus 200 bzw. 150 g Reis 
und 50 g magerem Pferdefleisch beigemischt. 


Tabelle 
Hexahydro- | Deuterio | Acetylverb. Ausbeute 
phenylalanin| Verbindung | 2 

|Dauer 
© roh rein 
e jm | Tage] pro | total | pro | total | & 

> Tagg) g |Tagg, g | % | & | % 
1/By 10 1 8 2 16 | 9900 | 2,31 | 28,1 | 1,02 | 12,4 
2];M] 9 1 8 2 16 | 8020 } 2,20 | 26,8 | 1,50 | 183 
3/B 5 1 3 3 9 | 6590] 0,30 | 9,8 0,20) 6,5 
4]/M] 10 1 8 2 16 | 7990 | 2,67 | 32,5 | 1,00 | 12,2 
5}M/; 8 1 6 3 | 18 | 6480] 2,10 | 25,6 1,40 | 17,0 


*) Inklusive Nachperiode. 


Ein Kaninchen von 2,80 kg Kérpergewicht erhielt wihrend 72 Stunden 
3 g oder pro kg/die 358 mg neutralisiertes Chlorhydrat mit der Schlundsonde. 

Zwei weiBe miannliche Ratten von 294 und 297 g Gewicht bekamen 
einem Futter nach McCollum beigegeben, tiglich je 250 mg oder in 8 Tagen 
je 2,0 g Chlorhydrat (etwa 850 mg kg/die). 

Die Phenyl-aminobuttersiure fiitterten wir an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen in Mengen von je 0,5 g zusammen mit je 1 g Deuterio-essigsiure als 
Na-Salz, an zwei weiBe minnliche Ratten im Gewichte von 357 und 407 g 
(pro kg/die 1,40 bzw. 1,25 g Aminosiiure und 2,81 bzw. 2,5 g Essigsiure). 

Hund M erhielt wihrend 6 Tagen je 1 g Phenyl-aminobuttersiure und 
3 g Deuterio-alkohol (pro kg/die 84 bzw. 250 mg), Hund B an einem Tag 
3,3 g Phenyl-aminobuttersiiure und an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 
3,3 g Deuterio-essigsiure als Natriumsalz (pro kg/die 240 mg). Alle Ver- 
suche verliefen ohne Stérungen. 


Harnaufarbeitungen. Die Isolierung der Acetylverbindungen aus 
den quantitativ gesammelten Harnen wurde bereits mitgeteilt}. Nach 
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Filtration und Ansiiuern wurde mit Ather je 5mal auf der Maschine aus- 
geschiittelt und diese Extrakte zur Trockne eingedunstet. Die verbleibenden 
stark braunen, teilweise krystallisierten Riickstiinde haben wir mit heiBem 
Wasser aufgenommen und erhielten beim Abkiihlen bzw. Einengen dieser 
wiBrigen Phasen die Acetylverbindungen in Form von braunen Krystalli- 
saten. Ihr Gewicht wurde der Berechnung der Rohausbeute zugrunde 
gelegt. AnschlieBende verlustreiche Umkrystallisierungen aus waBrigem 
Alkohol und hei8em Wasser unter Verwendung von Kohle wurden bis zur 


Gewinnung analysenreiner Acetylverbindungen wiederholt. 
Sowohl aus dem Ratten- als aus dem Kaninchenharn konnten wir 


weder Ausgangsmaterial noch Acetyl-hexahydro-phenylalanin isolieren. Auf- 
gefundene Krystalle erwiesen sich als Hippur- oder Benzoesiure. 

Nach Fiitterung der Phenyl-aminobuttersiure betrugen die Harnmengen 
inklusive Nachperioden 4650 (Hund M) und 5470 cem (Hund B). Die Auf- 
arbeitung der dtherischen Extrakte der sauren Harne und Harnkonzentrate 
ergaben neben stark braunen Schmieren kleine Mengen braun gefirbter 
Krystallisate, welche nicht als Acetylverbindungen der Phenyl-aminobutter- 
siure identifiziert werden konnten. 

Zu Versuch 1. Schmelzpunkt des 1(—)-Acetyl-hexahydro - phenyl- 
alanins 200, 201°, Mischschmelzpunkt mit reinem Acetylprodukt keine De- 
pression ergebend. 

N-Bestimmung: Ber. 6,57 Gef. 6,70°/,. 

Polarisation: 201,7 mg geldést in 98°/,igem Alkohol aufgefiillt auf 5 cem 

a =—0,15° = — 3,72° 

D-Bestimmung: Einwage 350 mg, Atom-?/, D: 0,12 + 0,00 

290 mg, Atom-?/, D: 0,11 + 0,00. 
Zu Versuch 2. Schmelzpunkt der erhaltenen Krystalle 198°, Misch- 
schmelzpunkt mit reiner Acetylverbindung 200°. 
C,,H,.0; (Mg 213,15) Ber. C 61,93 H898 N 6,57 
Gef. ,, 61,95 » 8,72 » 6,75. 
Polarisation: 132 mg gelést in 98°/,igem Alkohol, auf 5 cem aufgefiillt 
a =—0,11° = — 4,17° 
a=—0,10° = — 3,79°. 
D-Bestimmung: Einwage 350 mg, Atom-?/, D: 0,18 + 0,00 
360 mg, Atom-?/, D: 0,18 + 0,00. 

Zu Versuch 3. Schmelzpunkt des 1(—)-Acetyl-hexahydro-phenyl- 
alanins 202°. Mischschmelzpunkt 202°. 

N-Bestimmung: Gef. 6,89. 

D-Bestimmung: Zufolge der geringen verfiigbaren Substanzmenge muBte 
zur Verbrennung mit gewéhnlichem Acetylprodukt verdiinnt werden. Ein- 
wage 119,3 mg + 163,2 mg gewéhnliches Acetylprodukt 

Atom-°/, D im Verbrennungswasser: 0,11 + 0,00. 
Atom-°/, D im Acetylprodukt: 0,26 + 0,00. 


Zu Versuch 4. Schmelzpunkt der erhaltenen Krystalle 200, 202°. 
Im Mischschmelzpunkt keine Depression zeigend. 


Gef. C 61,88 H882 N 6,67. 
3* 
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Waser und Brauchli®*) geben den Schmelzpunkt des Chlorhydrates 
zu 246°, die spezifische Drehung der Aminosiure zu — 13,32° an. N-Be- 
stimmung: Gefunden 6,76, 6,77°/,. 

Zur Gewinnung der Phenyl-aminobuttersiure hydrierten wir in Gegen- 
wart von Ammoniak mit Palladium als Katalysator’®) Benzalbrenztrauben- . 
siiure C,H,» CH=CH-CO-COOH"). Die entstehende Aminosiure wurde aus 
hei8em NH,-haltigem Wasser umkrystallisiert. 


(MG 179,0) Ber. N 7,82 Gef. N 7,78. 


Schwere Essigsiiure sowie schweren Alkohol erhielten wir wieder 
dureh Verdiinnung von Deuterio-essigsiure CD,COOD bzw. Deuterio-alkohol 
CD,CD,OD mit Eisessig bzw. absolutem Alkohol. Die D-Gehalte betrugen 
fiir die Essigsiure 8,71 + 0,13 und 7,80 + 0,01 Atom-°/,, fiir den Alkohol 
9,20 + 0,1 Atom-°/,. 

Tierversuche. Den beiden gesunden Hunden B (@) und M (9) gaben 
wir das Hexahydro-phenylalanin-chlorhydrat gleichzeitig mit dem schweren 
Acetat oder dem Deuterio-alkohol einem Futter aus 200 bzw. 150 g Reis 
und 50 g magerem Pferdefleisch beigemischt. 


Tabelle III 


enylalanin | Verbindu = 

= T 

4age} pro | total} pro | total | 

S Tagg; g |Tagg) g a1 | % | | % 

1;By] 10 1 8 2 16 | 9900 | 2,31 | 28,1 | 1,02 | 12,4 — 

21M 9 1 8 2 16 | 8020 | 2,20 | 26,8 | 1,50 | 18,3 

31/B 5 1 3 3 9 | 6590 | 0,30 | 9,8 | 0,20] 6,5 

4]My] 10 1 8 2 16 | 7990 | 2,67 | 32,5 | 1,00 | 12,2 

51M 8 1 6 3 18 | 6480 | 2,10 | 25,6 | 1,40 | 17,0 


*) Inklusive Nachperiode. 


Ein Kaninchen von 2,80 kg K6rpergewicht erhielt wihrend 72 Stunden 
3 g oder pro kg/die 358 mg neutralisiertes Chlorhydrat mit der Schlundsonde. 

Zwei weiBe miannliche Ratten von 294 und 297 g Gewicht bekamen 
einem Futter nach McCollum beigegeben, taglich je 250 mg oder in 8 Tagen 
je 2,0 g Chlorhydrat (etwa 850 mg kg/die). 

Die Phenyl-aminobuttersidure fiitterten wir an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen in Mengen von je 0,5 g zusammen mit je 1 g Deuterio-essigsiure als 
Na-Salz, an zwei wei8e minnliche Ratten im Gewichte von 357 und 407 g 
(pro kg/die 1,40 bzw. 1,25 g Aminosiure und 2,81 bzw. 2,5 g Essigsiure). 

Hund M erhielt wihrend 6 Tagen je 1 g Phenyl-aminobuttersiure und 
3 g Deuterio-alkohol (pro kg/die 84 bzw. 250 mg), Hund B an einem Tag 
3,3 g Phenyl-aminobuttersiure und an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 
3,3 g Deuterio-essigsiiure als Natriumsalz (pro kg/die 240 mg). Alle Ver- 
suche verliefen ohne Stérungen. 


Harnaufarbeitungen. Die Isolierung der Acetylverbindungen aus 
den quantitativ gesammelten Harnen wurde bereits mitgeteilt’”). Nach 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
& 
| 
| 


Zur Acetylierung von Aminosiuren in vivo $5 


Filtration und Ansiuern wurde mit Ather je 5mal auf der Maschine aus- 
geschiittelt und diese Extrakte zur Trockne eingedunstet. Die verbleibenden 
stark braunen, teilweise krystallisierten Riickstiinde haben wir mit heiBem 
Wasser aufgenommen und erhielten beim Abkiihlen bzw. Einengen dieser 
wiBrigen Phasen die Acetylverbindungen in Form von braunen Krystalli- 
saten. Ihr Gewicht wurde der Berechnung der Rohausbeute zugrunde 
gelegt. AnschlieBende verlustreiche Umkrystallisierungen aus wiBrigem 
Alkohol und hei8em Wasser unter Verwendung von Kohle wurden bis zur 
Gewinnung analysenreiner Acetylverbindungen wiederholt. 

Sowohl aus dem Ratten- als aus dem Kaninchenharn konnten wir 
weder Ausgangsmaterial noch Acetyl-hexahydro-phenylalanin isolieren. Auf- 
gefundene Krystalle erwiesen sich als Hippur- oder Benzoesiure. 

Nach Fiitterung der Phenyl-aminobuttersiéure betrugen die Harnmengen 
inklusive Nachperioden 4650 (Hund M) und 5470 cem (Hund B). Die Auf- 
arbeitung der iitherischen Extrakte der sauren Harne und Harnkonzentrate 
ergaben neben stark braunen Schmieren kleine Mengen braun gefirbter 
Krystallisate, welche nicht als Acetylverbindungen der Phenyl-aminobutter- 
siure identifiziert werden konnten. 

Zu Versuch 1. Schmelzpunkt des 1(—)-Acetyl-hexahydro-phenyl- 
alanins 200, 201°, Mischschmelzpunkt mit reinem Acetylprodukt keine De- 
pression ergebend. 

N-Bestimmung: Ber. 6,57 Gef. 6,70°,. 

Polarisation: 201,7 mg gelést in 98°/,igem Alkohol aufgefillt auf 5 cem 

a =—0,15° = — 3,72°. 


D-Bestimmung: Einwage 350 mg, Atom-°/, D: 0,12 + 0,00 
290 mg, Atom-°/, D: 0,11 + 0,00. 
Zu Versuch 2. Schmelzpunkt der erhaltenen Krystalle 198°, Misch- 
schmelzpunkt mit reiner Acetylverbindung 200°. 
C,,H,,0, (Mg 213,15) Ber. C 61,93 H898 § £N 6,57 
Gef. ,, 61,95 » 8,72 
Polarisation: 132 mg geldst in 98°/,igem Alkohol, auf 5 cem aufgefiillt 
a =—0,11° = — 4,17° 
a = — 3,79° 
D-Bestimmung: Einwage 350 mg, Atom-°/, D: 0,18 + 0,00 
360 mg, Atom-°/, D: 0,18 + 0,00. 
Zu Versuch 3. Schmelzpunkt des 1(—)-Acetyl-hexahydro-phenyl- 
alanins 202°. Mischschmelzpunkt 202° 


N-Bestimmung: Gef. 6,89. 

D-Bestimmung: Zufolge der geringen verfiigbaren Substanzmenge muBte 
zur Verbrennung mit gewéhnlichem Acetylprodukt verdiinnt werden. LEin- 
wage 119,3 mg + 163,2 mg gewéhnliches Acetylprodukt 


Atom-?/, D im Verbrennungswasser: 0,11 + 0,00. 
Atom-’/, D im Acetylprodukt: 0,26 + 0,00. 
Zu Versuch 4. Schmelzpunkt der erhaltenen Krystalle 200, 202°. 
Im Mischschmelzpunkt keine Depression zeigend. 
Gef. C 61,88 H882 N 6,67. 
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Polarisation: 199,5 mg in 98°/,igem Alkohol, aufgefiillt auf 5 eem 
«a =—0,15° =— 
a=—0,16° = — 4,01°% 


D-Bestimmung: Einwage 300 mg, Atom-’/, D: 0,18 + 0,01. 

Einwage: 203,1 mg + 104,1 mg Stearinsdure. 

D im Verbrennungswasser: 0,11 Atom-°),. 

D-Gehalt der Acetylverbindung: 0,19 + 0,01 Atom-°/,. 

Eine Probe wurde durch Erwiirmen am RiickfluBkiihler mit 20°/,iger 
Salzsiure gespalten. Das erhaltene Chlorhydrat schmolz bei 238° Es ist 


identisch mit 1(+)-Hexahydro-phenylalanin-chlorhydrat. 
Polarisation: 76,4 mg gelést in 0,5n-HCl aufgefiillt auf 2 eem 


a=+0,41°; +0,42°; =+ 10,749; + 11,00°. 
Zu Versuch 5. Schmelzpunkt der Acetylverbindung 200, 201°. Misch- 
schmelzpunkt 200, 201°. 
Gef. C 61,89 H 8,79 N 6,54. | 
Polarisation: 150,2.mg in 98°/,igem Alkohol gelést und auf 5cem auf- 
a =—0,13° = — 4,34°, 


D-Bestimmung: Einwage 300 mg, Atom-°/, D: 0,31 + 0,01 
350 mg, Atom-°/, D: 0,31 + 0,00. 


Diskussion der Ergebnisse 


Du Vigneaud, Schoenheimer und Mitarbeiter!*) zeigten 
mit Hilfe der Isotopen des Stickstoffes und des Wasserstoffes, 
daB die Inversion der d-Phenyl-aminobuttersiure iiber die Keto- 
siure verliuft. Anderseits erhielt die nach Fiitterung N‘-haltiger 
1-Phenyl-aminobuttersiiure isolierte Acetylverbindung noch den 
grnidten Teil des schweren Stickstoffes. Hier muBte eine direkte 
Acetylierung stattgefunden haben. Wenn Brenztraubens&ure dabei 
in Reaktion tritt, kinnte nach diesen Autoren folgendes Zwischen- 
produkt aufgetreten sein: 

R CH, 


| 
Ul ~N——-C—OH 
boon COOH 


Durch Oxydation entstiinde aus der Pyruvyl- die Acetyl- 
Gruppe. Kiiralich erhielten du Vigneaud und Wood?! durch 
direkte Acetylierung im Stotfwechsel von Ratten sus p-Brom- 
phenyl-d-cyste.n Acetyl-p-brom-phenyl-d-cystein. Du Vigneaud 
und Sehoenheimer!’) bemerken indessen; when direct acetylation 
comes into question, the possibility of acetic acid being the 
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acetylating agent cannot be ruled out, even though its source 
may be pyruvic acid. 

Wir haben die direkte, mit Essigsiure erfolgende 
Acetylierung von Aminosi&uren bewiesen. Mit steigenden 
Dosen gleichzeitig verabreichter Deuterio-essigsiure nimmt der 
D-Gehalt der im Harn auftretenden Acetylverbindungen deutlich zu, 
auch die aus der d-Siure durch Inversion entstehende Acetyl-l-hexa- 
hydro-phenylamino-propionsiiure enthalt schweren Wasserstoff. 


Als Intermediirreaktion der Aminosiuresynthese im Tier- 
kérper diirfte die Acetylierung neben den weitgehend gesicherten 
Umaminierungen Braunsteins, den Untersuchungen Schoen- 
heimers und Rittenbergs iiber Kiwei8stoffwechsel mit N! als 
Indicator oder den neuerdings von Karrer?‘) diskutierten Um- 
aminierungen durch primire Hydrierung und darauffolgende De- 
hydrierung Schiffscher Basen stark zuriicktreten. 


Sowohl Phenyl-aminobuttersiure als besonders Hexahydro- 
phenylalanin werden zu einem groBen Teil abgebaut, daneben 
aber als kérperfremde Verbindungen durch Acetylierung teilweise 
entgiftet. Fir die Cyclohexyl-aminopropionsaure betraigt dieser 
Anteil 1/,—1/, bezogen auf die Rohausbeute. Nach Fiitterung 
kérpervertrauter Aminosduren werden keine Acetylverbindungen 
im Harne angetroffen. 


Auf Grund der D-Gehalte der Acetylverbindungen hat die 
verabreichte Deuterio-essigsiure eine weitgehende Verdiinnung 
durch CH,-COOH erfahren. Dem Organismus stehen andere, wohl 
reaktionsfahigere Essigsiure-molekile zur Verfiigung, so daB er 
auf eine Zufuhr nicht angewiesen ist. Diese Verhiltnisse andern 
sich, wenn als Acetyl-Quelle Deuterio-alkohol tritt. Durch Alko- 
hol-Verbrennung entstehende KEssigsiure reagiert leichter als 
verfiitterte, es wird eine bedeutend D-reichere Acetylverbindung 
erhalten. | 

Die Acetylierung kérperfremder Aminosduren und am Benzol- 
kern befindlicher Aminogruppen erfolgt jedenfalls zu einem groBen 
Teil direkt mit Essigsiiure. Ein Beweis, daB Brenztraubensiure sich 


beteiligt, ist nicht erbracht, entsprechende Zwischenprodukte (III) 


oder (IV) im Falle, daB die Iminosiure mit CH,CO-COOH 


R CH, 


| | 
Iv C=N—C—OH 


| | 
COOH COOH 
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reagiert, wurden nie isoliert. Die Herkunft der verwendeten Essig- 
siiure aus Brenztraubensiure ist sehr wahrscheinlich. 


Zusammenfassung 


1. d(—)-Hexahydro-phenylalanin wird vom Hunde unter In- 
version zur l-Form als Acetyl-l(—)-hexahydro-phenylalanin aus- 
geschieden. 

2. Die Acetylierung von 1- oder d-Cyclohexyl-«-aminopropion- 
siure erfolgt, wie Versuche mit gleichzeitigen Gaben von Deuterio- 
essigsiure oder Deuterio-ithanol bewiesen, durch direkte Reak- 


tion mit Essigsiure. 

3. Der Vorgang ist eine Entgiftung analog der Acetylierung 
am Benzolkern befindlicher Aminogruppen, an dem sich aus der 
Nahrung oder intermediair z.B. aus Brenztraubensaure stammende 


Ussigsiure weitgehend beteiligt. 


Wir danken der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der Uni- 
versitat Ziirich fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Uber den Prothrombinmangel durch seltene Erden 
und seine Beeinflussung durch Vitamin K, 
Von 


Erich Vincke und Erika Schmidt 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Hamburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1941) 


In einer friiheren Mitteilung-') war gezeigt worden, daB die 
seltenen Erdmetalle Neodym und Praseodym die Blutgerinnung 
infolge ihrer Eigenschaft als Antiprothrombine hemmen. Wie sich 
aus diesen Untersuchungen ergab, bewirken die genannten Ele- 
mente eine Senkung des Prothrombinspiegels des Blutes; erst in 
sehr hohen Dosen erniedrigen sie daneben auch den Fibrinogen- 
gehalt. Infolge der engen Verwandtschaft der seltenen Erden 
lag es nahe, anzunehmen, daB auch die iibrigen Elemente dieser 
Gruppe in gleichartiger Weise blutgerinnungshemmend wirken. 
Die daraufhin durchgefiihrte Priifung des Lanthans, des Cers und 
des Samariums ergab, da8 diese Annahme in der Tat auch fiir 
die genannten Elemente zutrifit. 


Die Versuche wurden an Kaninchen in derselben Weise, wie friiher’) 
angegeben wurde, ausgefiihrt. Als Salze seltener Erden wurden das Lan- 
thanchlorid (LaCl,-6H,O0), das Cerochlorid (CeCl,-6H,O) und das Samarium- 
acetat [Sm(CH, -COO),-3H,O] verwendet*). Es wurden folgende Konstanten 
bestimmt: die Blutgerinnungszeit (bei 25%, die Gerinnungszeit des Oxalat- 
plasmas im Verfahren nach Quick und nach Zusatz von Thrombin (beides 
bei 40°), sowie der Fibrinogengehalt des Plasmas. Als Thrombinlésung 
wurden eine 0,1°/,ige wiBrige Lésung (1) eines hochaktiven Praparates und 
eine 0,3°/,ige wiBrige Loésung (II) eines weniger aktiven Priparates ver- 
wendet. Die Gerinnungszeit von normalem Kaninchenoxalatplasma betrug 
bei einer Mischung von 0,2 cem Plasma und 0,2 ccm Thrombinlésung (I) bzw. 
0,4 eem Thrombinlésung (II) fiir I 42 Sekunden und fiir II 37 Sekunden im 
Mittel. Das Fibrinogen wurde durch Ausfillung mit Calciumchlorid, oder 
mit Calciumchlorid + Thrombokinase oder mit Thrombin bestimmt. Die 


1) Diese Z. 272, 65 (1941). . 
*) Das Samariumacetat wurde nach Gmelin-Kraut, Hdb. d. anorg. Ch., 


7. Aufl. 1932, Bd. VI, Abt. 2, S. 536, aus Samariumoxyd hergestellt. Fir 
die Uberlassung von Samariumoxyd sind wir der Auergesellschaft, 
Berlin, zu groBem Dank verpflichtet. 
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Zusammensetzung der Ansiitze war die gleiche, wie friiher angegeben wurde. 
Beziiglich der gesamten Methodik vgl.’). 

Die Ergebnisse einiger Versuche sind in Tab. 1 aufgefiihrt. 
Wie sich daraus ergibt, bewirken im allgemeinen Lanthanchlorid, 
Cerochlorid und Samariumacetat in Dosen von 50 mg pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht bei intravenéser Applikation — ebenso wie 
Neodym- und Praseodymchlorid — im Maximum .ihrer blutgerin- 
nungshemmenden Wirkung eine auferordentlich starke Erhéhung 
der Gerinnungszeit des Oxalatplasmas nach Quick. In diesem 
Zeitpunkt wird durch Zugabe von Calciumchlorid oder Calcium- 
chlorid + Thrombokinase das Fibrinogen aus dem Plasma nicht 
oder nur zu einem kleinen Bruchteil (Versuch 5) ausgefallt. Fiallt 
man das Fibrinogen durch Thrombin (Tab. 1, letzte Spalte), so 
zeigt sich, daB durch die Applikation von 50 mg Salz/kg K6rper- 
gewicht im allgemeinen der Fibrinogengehalt des Blutes nicht 
erniedrigt wird, sondern praktisch konstant bleibt. Die Injektion 
gréBerer Dosen (z. B. 75 mg Lanthanchlorid bzw. Samariumacetat, 
(Versuch 3 und 6) bewirkt, daB sich der Fibrinogengehalt allmahlich 
stark vermindert; so war z. B. in Versuch 3 nach 2 Stunden der 
Fibrinwert von 255 auf 118 mg-°/, abgesunken. Zu dieser Zeit ist 
das Maximum der Blutgerinnungshemmung bereits iiberschritten. 

_ Die vorstehend genannten Tatsachen berechtigen auf Grund 
der in der friiheren Arbeit (a. a. O.) durchgefiihrten Uberlegungen 
zu dem SchluB, daB auch die seltenen Erden Lanthan, Cer und 
Samarium dadurch blutgerinnungshemmend wirken, daB sie den 
Prothrombingehalt des Blutes vermindern bzw. zum Verschwinden 
bringen. Erst durch sehr hohe Dosen dieser Elemente wird da- 
neben das Fibrinogen ausgefillt. 

Wenn die seltenen Erden infolge ihrer Kigenschaft als Anti- 
prothrombine blutgerinnungshemmend wirken, muB es moglich 
sein, diese Funktion durch Verbindungen zu hemmen bzw. auf- 
zuheben, welche den Prothrombinspiegel des Blutes erhéhen. Diese 
letzte Eigenschaft besitzen das Vitamin K und zahlreiche ver- 
wandte Naphthochinonderivate. Man durfte also erwarten, daB bei 
Tieren, deren Prothrombinspiegel durch Injektion seltener Erden 
gesenkt worden war, die Applikation von Vitamin K-Praparaten 
bei geeigneter Dosierung eine Erhéhung des Prothrombingehaltes 
des Blutes bewirken wiirde. 


__ _Die Versuche wurden an Kaninchen durchgefihrt, welche durehschnitt- 
lich 18 Stunden lang gehungert hatten. Infolge der groBen individuellen 


) Diese Z. 272, 65 (1941). 


| 
| 
| 
] 
| 
} 
i 
| 
| } 
| 


Uber den Prothrombinmangel durch seltene Erden usw. 4] 
Tabelle 1 
. Gerinnungszeit | mg-°/, Fibrin nach 
| |. des Oxalatplasmas| Fallung mit 
nes ages] » 4 
& as | Quick Ae 5 Oak 
= 
1] 2,15 50 mg 0 8 Sek. 246 _— 
Lanthan- | 1/," 75 Sek. 66 217 
ehlorid | 15 70 Sek. 0 189 
2h 90 Sek. 0 209 
4h 25 Sek. 0 241 
24h 16 Sek. |. 303 323 
24 2,40 50 mg 0 4 7 Sek. 373 | 421 
Lanthan- | >480 |>180 Min. | 421 
ehlorid | 1° | >240 17 Min. 0 421 
25 | >180 10 Min. | | 0 | 393 
4h 27 57 Sek. 366 | 393 
24h 3 10 Sek. 476 | 421 
3] 200 | 75mg | 0 9 Sek. 255 
Lanthan- | 7/,> >180 Min. 255 | 227 
chlorid > 180 Min. 58 151 
- 110 Min. 47 118 
4h 20 Min. 45 123 
245 9 Sek. 379 — 
4} 2,75 | 50mg | 0 6 6 Sek. 33 | 307 | 188 
Cero- | 7/.> | >240 42 Min. 312 | 0 | 289. 
chlorid 1" | >240 |>180 Min. 188 | 0 | 217 
25 | >240 40 Min. 130 | 0 270 
4" }>120 | 105Sek. | 115 | 
8Sek.| 34 394 409 
5 2,70 | 50mg 0 9 Sek. 342 342 
Sama- | 12 Min. 76 209 
rium- | 13 Min. 48 | 200 
acetat 2 7 Min. 76 | 218 
4b 105 Sek. 76 285 
3 | 24» 11 Sek. 363 — 
6| 2,40 | 75mg | 0 9 Sek. 275 
Sama- | > 180 Min. 118 
rium- bg >180 Min. 0 | 133 
acetat | 2° > 30 Min. 0 | 85 
4% > 30 Min. 0 | | 85 


Schwankungen war es nicht méglich, mittels eines Versuches pro Tier, 
bei dem seltene Erden und Vitamin K gemeinsam verabfolgt wurden, aus 
einem nur geringfiigigen Anstieg der Gerinnungszeit des Oxalatplasmas 
nach Quick auf eine etwaige Wirkung des Vitamins K zu schlieBen. 
Wir gingen deshalb so vor, da8 im 1. Versuch die Tiere jeweils durch 
Applikation der seltenen Erden allein geeicht wurden; im 2. Versuch wurde 
dann nach durchschnittlich 8—14 Tagen nochmals dieselbe Dosis des be- 
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treffenden Salzes gemeinsam mit einem Vitamin K-Priparat verabfolgt. Die 
seltenen Erden wurden, zu 1°/, in physiologischer Kochsalzlésung geldst, 
injiziert. Die Bestimmung der einzelnen Versuchsdaten und die Zusammen- 
setzung der Ansitze gesechah in der gleichen Weise wie in den vorher- 


gehenden Versuchen. 
Als Vitamin K-Priiparat verwandten wir schlieBlich nach zahlreichen 


Vorversuchen das Vitamin K, (2-Methyl-1-oxy-4-amino-naphthalinhydro- 
chlorid)*). Uber die antihimorrhagische Wirkung dieser Verbindung wurde 
zuerst von Emmett, Kamm und Sharp!) berichtet; diese Autoren fanden 
im Kiickentest, daB sie fast 3mal so wirksam wie Vitamin K, ist. Alm- 
quist und Klose*) beobachteten ebenfalls, da8 das Vitamin K, weit 
aktiver als Vitamin K, ist; dagegen ist es etwas weniger wirksam als 
2-Methyl-naphthochinon-(1, 4). Ein weiterer Vorzug des Vitamins K, ist seine 
leichte Léslichkeit in Wasser oder physiologischer Kochsalzlésung, wodurch 


es sich sehr gut zur intravendsen Injektion eignet. 

_ Mehrere Autoren berichten iibereinstimmend iiber vorziigliche klinische 
Erfahrungen mit diesem Vitamin K-Préparat. Kamm u. M. (a. a. O.) fanden 
z. B., daB durch die intravendse Verabfolgung geeigneter Dosen ein als 
Folge von Okklusionsikterus auftretendes schweres Prothrombindefizit in 
2—3 Tagen zur Norm zuriickgebracht wurde. Kinder sprachen innerhalb 
von 12 Stunden auf Zufuhr von Vitamin K, an. Analoge Befunde wurden 
von Anderson, Karabin, Udesky und Seed’), sowie Sharp, von der 


Heide und Good‘) mitgeteilt. 

Das Priiparat wurde als jedesmal frisch bereitete 0,2°/,ige Lésung (in 
physiologischer Kochsalzlésung) intravenés injiziert. Am Anfang der Ver- 
suche wurde in einigen Fallen auch eine 0,1°/,ige waBrige Losung ver- 
wendet, die zur Haltbarmachung mit so viel Ascorbinsiéiure versetzt worden 


war, daB der py-Wert etwa 2,6 betrug. 

Die Ergebnisse mehrerer Versuche sind in Tab. 2 zusammen- 
gestellt. Bei den beiden unter Versuchs-Nummer 1 aufgefiihrten 
Versuchen wurden dem Tier zuerst 50 mg Neodymchlorid/kg 
K6rpergewicht injiziert; 6 Wochen spater erhielt es nochmals 
dieselbe Dosis und im Anschlu8 hieran 2 mg Vitamin K,/kg 
K6rpergewicht. Die Werte fir die Blutgerinnungszeit wurden 
durch diese Vitaminmenge, wie ersichtlich, nicht erniedrigt. Da- 
gegen wurde der Prothrombingehalt des Blutes hierdurch bereits 
stark beeinfluBt: wahrend die Gerinnungszeit des Oxalatplasmas 
nach Quick 3/, bzw. 1" nach Injektion der seltenen Erden allein 
200 bzw. 64 Minuten betrug, stieg sie bei gleichzeitiger Ver- 
abfolgung des Vitamins K, nur noch auf 125 bzw. 130 Sekunden 


*) Fiir die Uberlassung des Priparates sind wir der Firma Nordmark- 
Werke G.m.b.H., Hamburg, zu Dank verpflichtet. 

1) J. of Biol. Chem. 133, 285 (1940). 

*) Proceed Soc. exper. Biol. a. Med. 45, 55 (1940). 

*) Arch. Surgery 41, 1244 (1940). 

*) J. Labor. a. clin. Med. 26, 818 (1941). 
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Tabelle 2 
Gerinnungszeit | mg-°/, Fibrin 
ule 
1] 97 [2,05] 24.9.] 50mg 5] 7Sek. | 36 196%) | 275 
1941 | Neodym- 1° | >180] 200 Min. | 184 0 | 287 
chlorid 1" }>180] 64Min. | 142 | 287 
25 }>180] 56 Min. 91 0 | 275 
4h 19 7 Min. 84 0 | 287 
- 7 24% 4 8 Sek. 45 | 266 | 306 
50mg |2mg so-]| 0 8} 6 Sek. 263 *) 
1941 | Neodym- | fort nach} '/." | >240] 125 Sek. 538 
chlorid | Inj. d. 1" | >180] 130 Sek. 538 
NdCl, | 2° |>180] 34 Sek. 538 
4* 14] 11 Sek, 538 
24" 5} 6 Sek. 538 
84 72,65] 20.9.) 50mg 0 9} 9 Sek. 230 
1941 | Praseo- 1,5 | >240] 0 
dym- 15 | >240] 0 
chlori 2" | >240] 300 Sek. 0 
6» 14] 90Sek. 348 
24h 5| 8 Sek. 443 
2,65 10.) 50mg | 0 6] 6 Sek. 
1941 | Praseo- | fort nach} | 146] 270 Sek. 
dym- Inj. d. 1" 300] 180 Sek. 
ehlori PrCl, 25 | 240] 51 Sek. 
4% 33] 27 Sek. 
24» 4] 6 Sek. 
3 1115] 2,40]21. 11.) 50mg 0 4] 7 Sek. 373 | 421 
1941 | Lanthan- 1/,." | >180] | 421 
chlorid 1" | >240] 17 Min. QO | 421 
>180] 10 Min. 0 | 393 
4h 27] 57 Sek. 366 393 
24% 3} 10 Sek. | 476 | 421 
2,15 |28.11., 50mg |4mg 0 7] 7Sek.; 33 298 | 339 
1941 Lanthan- | fort nach! | >300! 25 Min. 65 0 1376 
chlorid | Inj. d. 15 |>240}] 17Min. | 56 0 | 367 
LaCl, 25} 137] 220Sek. | 49 | 337 | 319 
— 50Sek., 41 | 298 /| 358 
24» 3] 22 | 356 | 329 


1) Fallung nur mit CaCl, ohne Thrombokinasezusatz. 

*) Fallung nur mit CaCl, ohne Thrombokinasezusatz ergab bei den bis 
zu 4 Stunden entnommenen Proben ausschlieBlich beim Nullwert einen 
Fibrinniederschlag. 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 


an. Daraus ergibt sich also, daB der Prothrombinspiegel des 
Blutes im letzten Fall wieder der Norm angenihert ist, eine 
Tatsache, welche durch die quantitative Bestimmung des Fibri- 
nogens bestatigt wurde: waihrend im 1. Versuch wihrend der Wir- 
kungsdauer des Neodymchlorids infolge des Prothrombinmangels 
nach Zusatz von Calciumchlorid keine Fibrinausfallung auftrat, 
fanden sich im 2. Versuch in diesem Intervall véllig konstante 
Werte*). Dieselben Verhaltnisse finden wir auch nach Injektion von 
50mg Praseodymchlorid/kg Kérpergewicht (Versuchs-Nummer 2). 
Die Unterschiede in den Gerinnungszeiten des Oxalatplasmas 


*) Die gegeniiber dem Nullwert erhdéhten Fibrinwerte erkliren sich 
aus dem MitreiBen der Thrombokinase in die entstehenden Fibrinnieder- 
schlige. (Vgl. Vincke, a. a. O.). 


= 1 S| 
4 1118] 1,95 /26.11.) 50mg — 0 6 7 Sek. 33 331 | 267 
1941 | Neodym- |>300 | 106 Min. 193 0 | 284 
chlorid 15 |>240 | 480 Sek. 120 | 284 
2h 66 | 150 Sek. 77 312 | 248 
4h 17 | 49Sek. , 25 321 | 257 
24" 6 | 11 Sek. 28 514 | 304 
2,00] 8.12.] 50mg 6 mg 0 3 6 Sek. 290 
1941 | Neodym-]| 12 Stun-! 1>300 | 159 Sek. | 309 
ehlorid | den vor | 1°] 123 111 Sek. 329 
Inj.d. | 25 32 | 34 Sek. | — 
NdCl, | 45 12 | 39 Sek. | 329 
24" 4 7 Sek. | 329 
5 1120} 2,20)3.12.] 30mg — 0 4 6 Sek. 458 
1941 | Neodym- 1/,% | 322] 93 Sek. | 468 
chlorid 180 163 Sek. 480 
26 38 | 48 Sek. | 499 
4>/ 17] 16 Sek. 487 
24" 5 6 Sek. | 508 
2,00|10.12.] 30mg | 6mg | 0 3] 6 Sek. | 333 
1941 | Neodym- | 12 Stun- | 7/," 9] 65 Sek. | 344 
chlorid | den vor] 1" 8 | 65 Sek. | 354 
Inj. d. 2b 8 | 20 Sek. | 361 
NdCl, | 4° 7 | 16 Sek. | 344 
24" 5 6 Sek. 333 
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sind hier bei den beiden Versuchshilften sogar noch stirker aus- 
gepragt. 

Da jedoch in beiden Fallen keine Herabsetzung der Blut- 
gerinnungszeit ‘erzielt werden konnte, wurden einem Tier, das 
50 mg Lanthanchlorid/kg Kérpergewicht erhalten hatte (Versuchs- 
Nummer 3), in der 2. Versuchshalfte 4 mg Vitamin K, sofort 
nach der Injektion der seltenen Erden verabfolgt. Diese Dosis 
vermochte jedoch ebenfalls keine Senkung der Blutgerinnungszeit 
hervorzurufen. In diesem Falle war sogar — ein Beispiel fiir 
die individuellen Schwankungen bei den einzelnen Versuchstieren 
— 1/, baw. 1" nach Injektion des Lanthanchlorids die Gerinnungs- 
zeit des Oxalatplasmas nach Quick so hoch (25 bzw. 17 Minuten) 
und entsprechend das Prothrombindefizit noch so bedeutend, daf 
durch Zusatz von Calciumchlorid + Thrombokinase keine Fibrin- 
fillungen erhalten wurden. Dagegen war nach 2 Stunden der 
Prothrombinmangel schon so weit behoben, daB in diesem Zeit- 
punkt das Fibrin quantitativ ausgefallt wurde, wahrend dies zu 
derselben Zeit in der ersten Versuchshialfte nicht der Fall war. 

Da das Vitamin K zur maximalen Ausbildung der ihm zu- 
geschriebenen Funktion, die Prothrombinbildung in der Leber 
anzuregen, naturgemiB einen gewissen Zeitraum bendtigt, lag es 
nahe, zu priifen, ob das durch seltene Erden hervorgerufene Pro- 
thrombindefizit dadurch unterdriickt bzw. kompensiert werden 
kann, daB man das Vitamin K, bereits einige Zeit vor der In- 
jektion der seltenen Erden appliziert. Bei dem unter Versuchs- 
Nummer 4 wiedergegebenen Versuch erhielt das Tier deshalb in 
der zweiten Versuchshalfte 6 mg Vitamin K,/kg Kérpergewicht 
12 Stunden vor der Injektion von 50 mg Neodymchlorid/kg Kérper- 
gewicht. Gegeniiber den Daten der ersten Versuchshilfte ergibt 
sich folgendes: die Gerinnungszeiten des Oxalatplasmas nach 
Quick waren wieder im 2. Falle sehr viel niedriger und der Pro- 
thrombinmangel so gering, daB eine (véllig konstante) Ausfallung 
des Fibrins wihrend der gesamten Versuchsdauer erhalten wurde. 
Aber auch die Blutgerinnungszeit sank im Vergleich zur ersten 
Versuchshilfte in bedeutend schnellerem Mafe wieder zur 
Norm ab. 

Kine Dosis von 50 mg der verschiedenen Salze der seltenen 
Erden/kg Koérpergewicht bewirkt im allgemeinen im Maximum 
der Wirkung eine villige Ungerinnbarmachung des Blutes, die 
auf einem praktisch vollstindigen Prothrombinmangel beruht. Da 
anzunehmen war, daB in diesem Zeitpunkt bei der hohen Kon- 
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zentration des Blutes an seltenen Erden die Wirkung des Vita- 
mins K nicht stark genug ist, um geniigend schnell eine voll- 
stindige Kompensation des eingetretenen Prothrombinmangels zu 
bewirken, wurden in weiteren Versuchen geringere*‘Dosen Neodym- 
chlorid (830 mg/kg Kérpergewicht) verabfolgt. Bei dem unter Ver- 
suchs-Nummer 5 aufgefiihrten Tier war dadurch nach '/, Stunde 
die Blutgerinnungszeit auf 322 Minuten angestiegen. Injizierte 
man im 2. Versuch 12 Stunden vorher 6 mg Vitamin K,/kg 
Kérpergewicht, so betrug die Blutgerinnungszeit im genannten 
Zeitpunkte nur noch 9 Minuten und blieb auch im weiteren Ver- 
lauf des Versuches auf dieser Hohe. 

Aus den in Tab. 2 wiedergegebenen Versuchen ergibt sich 
also, daB es bei Anwendung geeigneter Dosen von Vitamin K, 
gelingt, den durch seltene Erden hervorgerufenen Prothrombin- 
mangel weitgehend aufzuheben. Infolgedessen wird es méglich, 
eine Senkung der Blutgerinnungszeit zu erreichen und wahrend der 
ganzen Versuchsdauer eine quantitative Ausfallung des Fibrinogens 
durch Zusatz von Calciumchlorid und Thrombokinase zu erzielen. 

Die vorstehend geschilderte Versuchsmethodik diirfte es ge- 
statten, relativ einfach Verbindungen auf Vitamin K-Wirksamkeit 
etwa in der folgenden Weise zu priifen: man injiziert Kaninchen 
30—50 mg Neodym-, (Praseodym- oder Lanthan-)chlorid/kg K6érper- 
gewicht und bestimmt bis zu etwa 6 Stunden die Gerinnungszeit 
des Oxalatplasmas nach Quick. Nach 8—14 Tagen injiziert man 
nochmals dieselbe Dosis der seltenen Erde, nachdem man 12 bis 
24 Stunden vorher das zu priifende Praparat verabfolgt hat und 
bestimmt wiederum die genannte Konstante. Aus dem Vergleich 
der dabei erhaltenen Zahlen kann dann — zumindest qualitativ 
— geschlossen werden, ob durch die zu priifende Substanz die 
Prothrombinbildung angeregt wurde oder nicht. 

Untersuchungen dariiber, ob so auch eine quantitative 
Vitamin K-Auswertung méglich ist, sind beabsichtigt. 


Zusammenfassung 


1. Die seltenen Erden Lanthan, Cer und Samarium wirken 
ebenso als Antiprothrombine wie die friiher untersuchten Elemente 


Neodym und Praseodym. 
2. Durch Vitamin K; wird der durch seltene Erden er- 


niedrigte Prothrombinspiegel des Blutes wieder sehr weitgehend 
der Norm angenihert. 
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Neue Gallenfarbstoffe vom Typ des Glaukobilins 
aus Haminen’) 
Von 


Eberhard Stier 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1941) 


Die vorangehende Mitteilung hat die Darstellung von Zwischen- 
produkten aus dem UmwandlungsprozeB von Haminen in Gallen- 
farbstoffe zum Ziel gehabt und die Feststellung erbracht, daB 
die Ausbeute an Gallenfarbstoff auf dem angegebenen Wege mit 
Ausnahme von Koprohamin I denkbar gering war und diesem iiber 
einzelne teils isolierte, teils nur spektroskopisch wahrgenommene 
Stufen verlaufendem Wege fiir die Gewinnung von Gallenfarb- 
stoffen keine priparative Bedeutung zukommt. Die Ausdehnung 
der dort mehrfach erwahnten Warburgschen Oxydationsreaktion ?) 
der Pyridinhimochromogene von Porphyrinen bot sowohl hinsicht- 
lich der Kiirze des Reaktionsweges als auch der Ausbeute die 
Moéglichkeit zur Gewinnung neuer Gallenfarbstotie vom Bilitrientyp 
R. Lemberg‘) gelang die Isolierung des Ferrobilins vom Biliverdin- 
ester durch Behandeln des ,,griinen Haimins“ von Warburg mit 
methylalkoholischem Chlorwasserstoff. Durch Alkali konnte er daraus 
den Biliverdinester vom Schmelzp. 208° erhalten. Die Mischprobe 
mit reinem Biliverdinester vom Schmelzp.215° ergab keine Depression. 
Mesohamin unterwarf er ebenfalls der Oxydation und _ isolierte 
Glaukobilinester vom Schmelzp. 218—219°, der mit dem reinen, 
aus Bilirubin erhiltlichen vom Schmelzp. 220° ebenfalls keine De- 
pression ergab. In der Mutterlauge wurde noch ein zweiter Glau- 
kobilinester vom Schmelzp. 179-—-180° gefunden. Damit war an 


1) 32. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 31. Mitteilung, 


Diese Z. 272, 239 (1942). 
*) O. Warburg u. E. Negelein, Ber. chem. Ges. 68, 1816 (1930). 


3) H. Fischer und H. W. Haberland, Diese Z. 232, 240 (1935); vgl.. 


auch W. Siedel, Diese Z. 245, 264 (1937). 
*) Biochemie. J. 29, 1322 (1935). 
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zwei Beispielen die Uberfiihrungsméglichkeit von Haminen in 
krystallisierte Gallenfarbstoffe in vitro gezeigt. Der Porphinring 
war oxydativ unter Verlust eines Kohlenstoffatoms gespalten worden. 
Wie bereits bei der Darstellung von Benzoxyporphyrinen aus un- 
symmetrisch gebauten Porphyrinen erértert war ’), ergeben sich fiir 
den oxydativen Eingriff am Porphinkern bei EKintritt eines Sauer- 
stoffatoms vier verschiedene Stellen, und dementsprechend sind vier 
isomere Benzoxyporphyrine méglich. Das gleiche Problem erscheint 
aber bei der Umwandlung von Haminen in Gallenfarbstoffe mit 
Hilfe der Warburgschen Methode wieder, wenn man nicht Zu- 
flucht nehmen will zu der Annahme, daB in diesem Falle (Hydrazin— 
Sauerstoff) die Oxydation nur an einer bestimmten Methinbriicke 
einsetzt. Auch dann aber wire eine einseitig orientierte Spaltung 
des Himins in e-Stellung, etwa durch den EinfluB der Vinylgruppen 
verursacht, keineswegs wahrscheinlicher als die Ringéffnung in 
f-Stellung, da sich hier der gleiche EinfluB im Sinne eines bevor- 
zugten oxydativen Eingriffes bemerkbar machen miiBte. Die Iso- 
lierung von 2 Glaukobilinestern aus Mesohamin weist auf einen 
an mindestens zwei verschiedenen Stellen méglichen Oxydations- 
vorgang hin. Der erste krystallisierte Gallenfarbstoff von einheit- 
lichem krystallographischem Befund und genau bekannter Reihen- 
folge der Substituenten ist der von H. Fischer und H. Libowitzky’) 
durch oxydative Spaltung von Koprohimin I-tetramethylester mit 
Ascorbinséure—Sauerstotf erhaltene KoproglaukobilinesterIa¢. Meso- 
haiminIX ergab unter diesen Bedingungen ebenfalls zwei verschiedene 
Glaukobilinester 5), 


Bei beiden Beispielen also ist eine einheitliche Aufspaltung 
der Hamine nicht erfolgt, im Gegensatz zum biologischen Geschehen, 
denn beim Bilirubin konnte bis jetzt wenigstens noch kein Beweis 
fir das Vorhandensein von Isomeren gewonnen werden. 


Um nun einen Kinblick in das Verhalten anderer Hamine 
zu gewinnen und auch zum Zwecke der Darstellung von Glau- 
kobilinen (hier als Gruppenbezeichnung fiir Gallenfarbstoffe vom 
Bilitrientyp unabhingig von der Struktur des Seitenkettensystems 
aufzufassen) mit neuen Seitenketten zu erhalten, wurden einige 
Porphyrine gespalten, die bei der Synthese des Himins®) wichtige 
Vorstufen darstellten. Als erstes wurde Deuterohimin IX, das 
sich von Himin durch das Fehlen der beiden Vinylgrappen unter- 


5) Diese Z. 251, 198 (1938). 
*) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 468, 98 (1929). 
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scheidet und dessen Struktur durch Synthese’) bewiesen werden 
konnte, oxydiert. Dem Deuteroporphyrin kommt folgende Formel 


H 
C 
N 
H bn 


PS = Propionsiure = —CH,CH,COOH 


Die Oxydationsmethode von Lemberg, die an Stelle des von 
Warburg verwendeten Hydrazinhydrochlorids das Sulfat vorzieht 
und sich in kleinerem MaBstabe halt, wurde aus Griinden der 
Pyridinersparnis etwas variiert. Der Farbumschlag nach Griin 
tritt nach 2 Minuten ein. Nach 4—5 Minuten ist die Oxydation 
beendet und die Lésung zeigt das Spektrum des Pyridin-verdo- 
parahimatins. Nach bekannter Aufarbeitungsmethode?) wird das 
»grine Hamin“ ohne Fallung mit Petrolither mit 15°/,igem methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff gekocht. Die Liésung farbt sich 
sofort dunkelblau. Der Ubergang in den Gallenfarbstoff erfolgt 
wie bei den spiter zu beschreibenden Himinen im Gegensatz zu 
Proto- und Mesohimin sehr schnell, so daB das Ferrobilin nicht 
isoliert werden konnte. Die Reindarstellung des Deuteroglaukobilin- 
esters erfolgte durch Adsorption aus seiner Chloroformlésung an 
-Aluminiumoxyd. Nach Umkrystallisieren aus Aceton—Methanol 
erhalt man den Deuteroglaukobilin-dimethylester in krystallisiertem 
Zustande vom Schmelzp. 284°. Die Substanz beginnt bei 205° zu 
sintern. Unter dem Mikroskop sind deutlich zwei Krystallformen 
zu beobachten, langgestreckte Nadeln neben zu Sternchen ver- 
einigten, wetzsteinformigen Krystallen. Dieser Befund spricht 
dafiir, daB ein Gemisch vorliegt, dessen Entstehung aus friiher 
geschilderten Griinden zu erwarten ist. Kine Trennung der Kom- 
ponenten konnte, da die Ausbeute nur 3°/, betrug, nicht vorgenommen 
werden. Wie die Methoxylbestimmung und die Unléslichkeit in 
Alkali beweisen, sind die Propionsaureseitenketten durch den 
methylalkoholischen Chlorwasserstoff quantitativ verestert worden. 

Die Isolierung des Deuteroglaukobilinesters wurde noch auf 
einem zweiten Wege erzielt. Die chlorwasserstoffsaure Methanol- 


7) H. Fischer u. A. Kirstahler, Liebigs Ann. 466, 178 (1928). 
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lésung wurde in Ather iibergefiihrt und die entstandenen Farb- 
stoffgemische mit Hilfe der in der Chlorophyllchemie bewahrten 
Reinigungsmethode durch Fraktionieren mit Salzsiure getrennt. 
Von allen bei der Porphyrinspaltung entstandenen Farbstoffen 
besaBen die vom Glaukobilintyp die niedrigste Extraktionszahl, 
so daB ihre Abtrennung jeweils durch Salzsiure mit dem niedrigsten 
Prozentgehalt erfolgte. Die systematische Anwendung dieses Ver- 
fahrens hat sich besonders bei den auBerst leicht léslichen und 
stark verunreinigten Glaukobilinen vom Himatotyp bewahrt. So 
konnte Deuteroglaukobilinester mit 2°/,iger Salzséure unter Zuriick- 
lassung rotvioletter Farbstoffgemische im Restiither extrahiert 
werden. Nach chromatographischer Reinigung, Fallen mit Petrol- 
ther und Umkrystallisieren zeigt der so erhaltene Deuteroglau- 
kobilin-dimethylester den Schmelzp. 288—290° (Sintern bei 205°). 
Der Mischschmelzpunkt mit obigem Material betrug 285° Die 
Krystallformen beider Ester waren identisch. Eine Isomeren- 
trennung durch Fraktionieren mit Salzsiure diirfte ebensowenig 
wie bei den Porphyrinisomeren gelingen, da die Kigenschaften 
auBerordentlich abhnlich sind. Die Reihenfolge der Substituenten 
kann nicht festgelegt werden, da die Offnungsstelle des Porphin- 
ringes unbekannt ist. Auch ein Vergleich mit anderem Material 
war nicht méglich, da Deuteroglaukobiline in der Literatur bisher 
nicht beschrieben worden sind. Nur der Dimethylather des Deutero- 
bilirubin-dimethylesters IIIy*) und seines Athylhomologen als Ver- 
treter der Deuteroreihe sind hier zu erwahnen. Die Resorcin- 
schmelze, die Protohimin unter Absprengung der Vinylgruppen 
in Deuterohimin iiberfiihrt®), verursacht bei Bilirubin die Spaltung 
des Molekiils zu vinylsubstituierten Methenen?®), so daB die Ge- 
winnung eines Gallenfarbstoffs mit freier f-Stellung auf diesem 
Wege bisher nicht méglich war. Das Spektrum der Fluorescenz- 
probe mit Jod-Zinkacetat ist mit dem des Glaukobilin IX @ identisch. 
Der Nachweis der freien £-Stellung hatte hier den entsprechenden 
Vorgangen an Deuteroporphyrin IX) zu folgen, wobei allerdings 
die weitaus gréBere Empfindlichkeit der Gallenfarbstoffe zu beriick- 
sichtigen ist. So sté8t schon die sehr schnell und mit wenig 
Material durchzufiihrende Bromierungsreaktion bereits auf erheb- 


*) H. Fischer u. G. Fries, Diese Z. 231, 252 (1935). 

*) O. Schumm, Diese Z. 178, 3 (1928); vgl. auch H. Fischer u. 
G. Hummel, Diese Z. 181, 127 (1929). 

*) H. Fischer n. H. Reinecke, Diese Z. 258, 9 (1939). 

H. Fisecher-Orth, Die Chemie des Pyrrols Bd. II/1, 8. 408 ff. 
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liche Schwierigkeiten, nachdem kirzlich durch Kinwirkung von Brom 
auf Gallenfarbstoffe positive Gmelinsche Reaktion festgestellt 
wurde’), Der oxydative Abbau, der beim Deuteroporphyrin zu 
Citraconimid fihrt1*), erscheint hier von allen anderen Reaktionen 
am leichtesten durchfiihrbar. So ergibt Mesobilirubin Methylathyl- 
maleinimid neben Hamatinsiure 14), 

Als erstes Himin mit sauerstoffhaltiger Seitenkette in 2- und 
4-Stellung wurde das Tetramethylhamatoporphyrin-Kisensalz ge- 
spalten. Es ist sehr bequem zuginglich durch Kochen von Hamin 
in Methylalkohol, dem etwas konzentrierte Schwefelsiiure zugesetzt 
ist}5), Das ihm zugrunde liegende Porphyrin, das Tetramethyl- 
haimatoporphyrin, wird durch folgende Formel wiedergegeben (11): 


OR OR 
— HC CHCH, 


PSM = Propionsiiuremethylester —CH,CH,COOCH, 


Infolge der groBen Léslichkeit des Kisensalzes konnten unter 
Beibehaltung der bei Deuterohamin angegebenen Pyridinmenge 2 g 
in einem Ansatz oxydiert werden. Die Konzentration an Hydrazin 
wurde, da sie sich als giinstigste fiir die Ausbeute an Glaukobilin 
(Gruppenbezeichnung) herausstellte, unveraindert gelassen. Die 
iibrigen Vorginge sind bereits beim Deuteroglaukobilinester be- 
schrieben worden. Die gemeinsame Aufarbeitung von 3 Ansitzen 
erfolgte iiber Ather. Das Tetramethylhimatoglaukobilin — die 
Namensbildung ist von dem Porphyrin itbernommen und soll sich 
wie dort auf die gleichen Strukturmerkmale des Seitenkettensystems 
beziehen — kann mit 2°/,iger Salzsiure entzogen werden. Die 
Reinigung erfolgt durch Adsorption an Aluminiumoxyd. Die stark 
eingeengte Atherlésung wurde mit etwa der 50fachen Menge 
Petrolither versetzt, aus dem sich der Gallenfarbstoff zum Teil 


12) W. Siedel u. E. Grams, Diese Z. 267, 49 (1940). 

18) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 161, 20 (1926). 

14) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 127, 317 (1923). 

1%) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 168, 152 (1927). 
4* 
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in krystallisierter Form abscheidet. Im Restaéther sowie in der 
Petrolathermutterlauge verbleiben sehr leicht lésliche rotviolette 
Farbstoffe. Die analysenreine Darstellung des Tetramethylhimato- 
glaukobilins erfolgt durch Extraktion mit Ather. Beim Hinengen 
erhailt man es in krystallisierter Form vom Schmelzp. 220—222° 
(unscharf, nach Sintern bei 170°). Das Spektrum der Fluorescenz- 
probe mit Jod-Zinkacetat ist identisch mit dem des Glaukobilin IXa. 
Der gut stimmende Methoxylwert beweist das Vorhandensein von 
4 Methoxylgruppen. Die Léslichkeit des Farbstoffes ist auBer- 
ordentlich gro8. Die Krystallform ist sehr uneinheitlich und 
spricht fiir das Vorliegen eines Isomerengemisches. Der Nachweis 
der Methylathergruppen in den Seitenketten wiirde sich, falls ge- 
nigend Material zur Verfiigung steht, auf den oxydativen Abbau 
zu o-methoxyliertem Methyl-athylmaleinimid zu griinden haben. 
Die Abspaltung von Methanol, die Tetramethylhiamatoporphyrin 
in Protoporphyrin iiberfihrt!*), brachte hier keinen Erfolg. Der 
Gallenfarbstoff ist besonders gegen Temperaturen iiber 150° sehr 
empfindlich und flockt beim Uberfiihren in Ather aus. Die Spaltung 
der Atherbindung, die mehrfach unter Anwendung verschiedener 
Methoden versucht wurde, um zum Hamotoglaukobilinester zu ge- 
langen, war ebenfalls erfolglos. 


Um dieses Ziel zu erreichen, sollte zunachst das bereits be- 
kannte Himatoporphyrinester—Hisensalz 1") verwendet werden. Da 
es jedoch nur in amorpher Form vorliegt und in Anbetracht des 
langen Aufarbeitungsweges bis zum krystallisierten Gallenfarbstoff 
erschien es ratsam, ein Ausgangsmaterial zu wihlen, das infolge 
Blockierung der Hydroxylgruppen mit einem nach Beendigung der 
Operationen leicht abspaltbaren Rest die Gewaihr zur Gewinnung 
eines Gallenfarbstoffes mit einheitlichen a-Oxithylseitenketten in 
2- und 4-Stellung bot. Bei dem Haimatoporphyrin-dimethylester— 
Hisensalz war als Sekundirreaktion eine teilweise Wasserabspaltung 
und die dann vielleicht einsetzende Methanolanlagerung an die 
Vinylgruppe wenigstens in Erwigung zu ziehen. Deshalb wurde 
Himin nach bekannter Vorschrift [1"), S. 423; vgl. dort weitere 
Varianten dieser Methode] mit Bromwasserstoff—Kisessig geschiittelt. 
Das Bromwasserstoffanlagerungsprodukt des Protoporphyrins wurde 
nun in eine hei filtrierte Lésung von wasserfreiem Natriumacetat 
in Kisessig gegossen, der gleichzeitig Ferroacetat enthielt. Die 


*) H. Fischer u. R. Miller, Diese Z. 142, 171 (1925). 
“) W. Kiister u. H. Maurer, Diese Z. 138, 138 (1924). 
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Umsetzung mit dem Bromwasserstoffanlagerungsprodukt vollzieht 
sich ebenso wie die Kisenkomplexsalzbildung in kurzer Zeit unter 
starker Erwirmung. Dann wird auf Eis gegossen und das Hisen- 
komplexsalz durch vorsichtiges teilweises Abstumpfen des Hisessigs 
mit Natronlauge aus essigsaurer Liésung ausgeflockt. Es ist sehr 
leicht léslich in Methanol und wird durch Kochen in Methanol 
unter Zusatz von 1°/,iger konzentrierter Salzsiure innerhalb von 
25—-30 Minuten vollstindig verestert. Durch EHingieBen in ge- 
sittigte Kochsalzlésung scheidet sich der Eisenkomplexsalzester 
sehr schnell ab. Auf diese Weise kénnen in kurzer Zeit groBe 
Mengen von Ausgangsmaterial hergestellt werden. Fir den Ab- 
bau zum Gallenfarbstoff besitzt das Eisenkomplexsalz geniigend 
hohen Reinheitsgrad. DaB dieses Rohprodukt in Anbetracht seiner 
Darstellung wahrscheinlich ein Gemisch von Brom- und Chlor- 
himin darstellt, ist beziiglich seiner Verwendung als Ausgangs- 
material fiir den Gallenfarbstoff unwesentlich, denn die Oxydation 
findet am halogenfreien Pyridinhimochromogen statt. 


Zuniichst wurde die Enteisenung des Kisenkomplexsalzes vor- 
genommen. Sie ergibt ein Porphyrin, das in allen Fraktionen 
spektroskopisch einheitlich ist und gegeniiber Himatoporphyrin 
schwache Rotverschiebung um 2—3 my zeigt, ein Effekt, der bei 
den Acylierungsprodukten in der Chlorophyllchemie ebenso wie 
das Ansteigen der Extraktionszahl regelmaBig beobachtet wurde?'). 
So ist die Extraktionszahl des Diacetyl-himatoporphyrin-dimethyl- 
esters (IIJ) mit 4—6 etwa zwei- bis dreimal so hoch wie die des 
Himatoporphyrinesters. Gegen gesittigten methylalkoholischen 
Chlorwasserstoff erwies sich die Acetylverbindung selbst nach 
8tiigiger Kinwirkung stabil. Spektrum und Extraktionszahl waren 
unverandert. Nach der chromatographischen Reinigung waren 
diese Eigenschaften ebenfalls gleichgeblieben. Das Porphyrin ist 
so leicht liéslich, daB nur seine amorphe Abscheidung durch Fallen 
der Acetonlésung mit Petrolither erzielt werden konnte. Die Ent- 
fernung der Acetylgruppen gelang durch Behandeln mit verdiinnter 
Natriummethylatlésung.. Spektrum und Extraktionszahl des Ver- 
seifungsproduktes stimmte mit Hamatoporphyrin tiberein. Durch 
Kinfiihrung von Eisen mit kochsalzhaltiger Ferroacetatlésung ge- 
lang die Darstellung des Chlorhimins. Es war ebenfalls so leicht 
léslich, daB es iiber Ather aufgearbeitet werden muBte. Auch seine 
Isolierung gelang bisher nur in amorphem Zustande. Das Spektrum 


18) H, Fischer u. J. Heckmaier, Liebigs Ann. 508, 254 (1934). 
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in Pyridin ist sehr unscharf. Das scharfe Himochromogenspektrum 
ist gegeniiber dem des Tetramethylhimatoporphyrin-EKisensalzes 
sehr deutlich nach Rot verschoben. Die Enteisenung ergibt wieder 
Diacetylhimatoporphyrinester. 

Die Umwandlung des Diacetylhamatoporphyrin-dimethylester- 
Kisensalzes in Gallenfarbstoff wurde in Anbetracht der auBer- 
ordentlichen Léslichkeit wie bei Tetramethylhimatoporphyrin-Kisen- 
salz in Ansiitzen von je 2g vollzogen. Die Oxydation verlauft sowohl 
beim Ester als auch bei der freien Siure gleich gut. Das Pyridin- 
verdoparahiimatin der freien Saure lieB sich jedoch nur spuren- 
weise aus der Pyridin—Wasser-Lisung mit Chloroform ausschiitteln. 
Auch durch Zugabe von Kochsalz und vorsichtiges Abstumpfen 
des Pyridins mit primirem Natriumphosphat konnte keine wesent- 
liche Verbesserung erzielt werden. Deshalb wurde fiir den Abbau 
zum Gallenfarbstoff ausschlieBlich der Methylester verwendet, der 
sehr bequem in groBen Mengen zur Verfiigung steht. Die Menge 
an Hydrazin wurde auf die Hilfte herabgesetzt, um die tiber- 
wiegende Bildung der bereits erwaihnten rotvioletten Farbstoft- 
gemische einzuschranken und den Diacetylglaukobilinester zum 
Hauptprodukt zu machen. Der Farbumschlag nach Grin und 
die Uberfiihrung in Chloroform erfolgt wie bei Deutero- und 
Tetramethylhimatoglaukobilinester, doch wurde in diesem Falle, 
um jede Méglichkeit einer Acetylgruppenabspaltung auszuschalten, 
die Umwandlung in Gallenfarbstoff durch Kochen mit 0,4n-methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff vorgenommen. Die Trennung der 
in Ather tibergefithrten Farbstoffe erfolgt durch Ausschiitteln mit 
2°/,iger Salzsiure, die den Diacetylhimatoglaukobilin-dimethylester 
entzieht. Aus der stark eingeengten Atherlésung erhilt man nach 
2tigigem Stehen den zum Teil bereits krystallisierten Gallen- 
farbstoff in 8°/,iger Ausbeute. Die Reinigung erfolgt durch Ad- 
sorption der Acetonlésung an Aluminiumoxyd. Zur Analyse wird 
zweimal aus Aceton-Methanol umkrystallisiert. Der Farbstoff 
schmilzt bei 260° (nach Sintern bei 205°). Im Gegensatz zu den 
bisher beschriebenen Spaltprodukten zeigt dieser Gallenfarbstoff 
zum weit tiberwiegenden Teil einheitliche Krystallbildung in Gestalt 
sehr regelmiBig ausgebildeter Rhomben neben langgestreckten 
schwarzgriinen Nadeln. Diese Beobachtung legt die Vermutung 
nahe, dab durch die Acetylierung der Seitenketten in 2- und 
4-Stellung eine stark einseitige ,,Belastung‘ des Porphinkerns 
hervorgeruien wird, die vielleicht die Ursache fiir die Bevorzugung 
einer Spaltungsrichtung sein kénnte. Dies soll spater durch Dar- 
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stellung komplizierterer, besonders aromatischer Acetylverbindungen 


iiberprift werden. Diese Versuche erscheinen von Wichtigkeit im 


Hinblick auf den biologischen Abbau des Blutfarbstoffs, der, nach 
Hinschaltung eines Reduktionsvorganges, zu Bilirubin fiihrt, das 
das «-Spaltprodukt des Protohamins darstellt. Beziiglich der 
Léslichkeit zeigt der Diacetylhiamatoglaukobilinester giinstigere 
Kigenschaften als das Tetramethylhimatoglaukobilin. Im Spektrum 
der Fluorescenzprobe mit Jc:\-Zinkacetat stimmen beide iiberein. 
Das Spektrum des nur in [sung erhaltenen Pyridin-verdopara- 
himatins zeigt den bekannten Typ mit dem Bandenmaximum 
bei 657 my fir die Hauptbande. ‘4s andert sich auch bei etwas 


lingerer Oxydationsdauer (15 Minuten) nicht. 


Einige Unstimmigkeiten bestehen noch hinsichtlich der Analysen- 
ergebnisse. Diese weisen darauf hin, daB eine der beider Vinylgruppen 
zum Athylrest reduziert, die andere erwartungsgemiB in die Acetylverbindung 
des durch Hydrolyse des Bromwasserstoffanlagerungsproduktes entstehenden 
sekundiren Alkohols verwandelt 
worden ist. (Vgl. experimenteller Teil, 8. 70.) Das Vorhandensein einer 
Vinylgruppe statt eines Athylrestes scheidet aus, denn das Spektrum der 
Fluoreszenzprobe mit Jod- und Zinkacetat ist mit dem des Glaukobilinesters 
identisch'**), Auch das dem Gallenfarbstoff zugrunde liegende Acetyl- 
porphyrin zeigt, wie bereits erwihnt, lediglich die fiir eine Acetylierung 
charakteristische schwache Rotverschiebung. Diese Reaktion bedarf noch 
einer weiteren Aufklirung. 


Zur Darstellung des Haimatoglaukobilin-dimethylesters, der 
in seiner Seitenkettenstruktur dem Hamatoporphyrin -dimethyl- 
ester (IV) entspricht, war nun die Absprengung der Acetylreste 
erforderlich. Da sich Diacetyl-himatoglaukobilinester wie das 
zugrunde liegende Porphyrin selbst gegen gesittigten methylalko- 


holischen Chlorwasserstoff bestandig zeigten, wurde die Verseifung 


ebenfalls mit verdiinnter Natriummethylatlésung durchgefihrt. 
Reinster chromatographisch gereinigter Diacetylhamatoglaukobilin- 
dimethylester wurde 1 Stunde bei 65—70° im Stickstoffstrom mit 
Methylatlosung behandelt und nach Ansauern mit 2°/,iger Salz- 
siure in Ather iibergefiihrt. Die Veresterung mit Diazomethan 
und das Extrahieren mit 1°/,iger Salzsiure vollzieht sich glatt. 
Die chromatographische Reinigung durch Adsorption an Alu- 
miniumoxyd erfolgt durch Kntwickeln des Chromatogramms mit 
Aceton—Ather (1:3). Zur Isolierung wird die sehr stark ein- 
geengte Atherlésung mit Petrolither versetzt und das amorphe 


18a) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 88 (1939) bzw. 265, 
12 (1940). 
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| Material nach 2 Tagen abfiltriert. Die Ausbeute betragt 44°, 


(bezogen auf Ausgangsmaterial) Nach Umkrystallisieren aus 
Aceton—Methanol schmilzt der Hamatoglaukobilin -dimethylester 
scharf bei 225°. Seine Krystallform ist wesentlich uncharakte- 
ristischer als die der Diacetylverbindung und besteht aus schlecht 
ausgebildeten rechteckigen Stabchen von dunkelblauer Farbe. Das 
Spektrum der Fluorescenzprobe ist identisch mit dem des Aus- 
gangsmaterials. Haimatoglaukobilin-dimethylester ist, von seinen 
soeben beschriebenen funktionellen Derivaten abgesehen, der erste 
Gallenfarbstoff des Hamatotyps, denn die Anlagerung von Brom- 
wasserstoff an die Vinylgruppen des Biliverdinesters hat bisher 
noch keinen Erfolg gebracht. Die einzigen bisher beschriebenen 
Reaktionen der Vinylgruppen von Gallenfarbstoffen sind die Re- 
duktion zum Athylrest}®2°) und die Anlagerung von Diazoessig- 
ester an Bilirubin und Biliverdin?°), Sobald mehr Material zur 
Verfiigung steht, soll die Benzoylierung der Hydroxylgruppen in 
den Seitenketten des Himatoglaukobilin-dimethylesters vorgenom- 
men werden. Diese Benzoylverbindung ware zum Vergleich mit 
einem auf dem gleichen Wege wie der Diacetylhimatoglaukobilin- 
ester darzustellenden Dibenzoylhimatoglaukobilinester wichtig, 
denn es ist nicht ausgeschlossen, daB diese beiden, auf 2 Wegen 
dargestellten Benzoylverbindungen auch verschiedene physikalische 
Eigenschaften aufweisen, ein Befund, der sich durch eine un- 
gleiche Auswahl der Spaltungsrichtung des Porphinringes erkliren 
lieBe. Der Hamatoglaukobilin-dimethylester wire beziiglich seines 
Seitenkettensystems entsprechend seiner Acetylverbindung zu 


formulieren. 


Von groBem Interesse waren die Umsetzungen mit den «-Ox- 
athylseitenketten. Diese Versuche erschienen von Bedeutung im 
Hinblick auf die Bilirubinsynthese, fiir die neben anderen Még- 
lichkeiten auch der bei der Synthese des Hamins beschrittene 
Weg erwogen worden war [*), §. 231]. Der Wasserentzug, der 
bei Hamatoporphyrin durch Erhitzen im Hochvakuum auf 105° 
glatt zu Protoporphyrin fihrt[*), 8.112], ergab beim Hamato- 
glaukobilinester groBe Schwierigkeiten. Nach 6—8stiindigem Er- 
hitzen bei 120° im Hochvakuum war die Substanz unveriindert. 
Unter energischeren Bedingungen wurde sie zerstért, ohne daB 
Biliverdinester nachgewiesen werden konnte. Oxydative Kingriffe, 


"*) H. Fischer, Z. Biol. 65 (N. F. 47), 163 (1914). 


H. Fischer, H.\Plieninger u. WeiBbarth, Diese Z. 268, 
197 (1941). 
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die Himatoporphyrin unter verhaltnismaéBig milden Bedingungen 
in Diacetyldeuteroporphyrin umwandelten*?), scheiterten auBer an 
der geringen Ausgangsmaterialmenge an der grofen Empfindlich- 
keit des Gallenfarbstofis. Gerade das Diacetyldeuteroglaukobilin 
wire ein spektroskopisch interessanter Gallenfarbstoff gewesen, 
denn alle bisher beschriebenen Gallenfarbstoffe haben sich mit 
Ausnahme des Biliverdins, das 2 Vinylgruppen tragt, und der 
Monovinylglaukobiline’”?°) in der Fluorescenzprobe als spektro- 
skopisch identisch erwiesen. Der KinfluB des Seitenkettensystems 
ist in der Gallenfarbstoffreihe also wesentlich geringer als in der 
Porphyrinreihe. Auch die vor mehreren Jahren fiir die Synthese 
von Acetylbilirubinoiden dargestellten Acetylmethene brachten 
keinen Erfolg[*), 8.231]. Die mit diesem Ziel durchgefiihrte 
Oxydation des Diacetyl-deuterohimins scheiterte bei allen unter 
verschiedenen Bedingungen durchgefiihrten Versuchen. Auch das 
Chlorhimin des Rhodoporphyrin XV, das in 6-Stellung eine Carb- 
oxylgruppe tragt["), S.529] und das des Phylloerythrins, eines 
auch biologisch vorkommenden Chlorophyllabbauproduktes folgen- 
der Formulierung (V)*’), verhalt sich negativ. 


H, C= C,H; H,C, C,H; 
H 


PS = Propionsiure —CH,CH,COOH 


Bei diesen Porphyrinen scheint sich der Hinflu8 des negativen 
Substituenten auszuwirken und sich besonders auf die Oxydation 
mit Hydrazin-Sauerstoff zu erstrecken, denn das Pyridinhimo- 
chromogen des Rhodoporphyrins l4Bt sich mit Wasserstoffsuper- 
oxyd und darauffolgendes Benzoylieren in Benzoxy-rhodoporphyrin- 
dimethylester iiberfiihren ’). 

Wie zu Anfang erwidhnt, war es Lemberg gelungen, Proto- 
himin IX zu Biliverdinester abzubauen. Der Vergleich der Schmelz- 


21) H. Fischer u. K. O. Deilmann, Liebigs Ann. 545, 22 (1940). 
2) H. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols. Bd. II/2, 8. 189. 
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punkte ergab fir den analytischen, aus Bilirubin erhaltenen Bili- 
verdinester 215°, fir den ,synthetischen“ aus Protoh’min IX 


erhaltenen 208°. Der Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. 


Die Wiederholung des Versuches bestitigte diese Angaben. Wenig 
iiberzeugend wirkt jedoch die fehlende Depression im Misch- 
schmelzpunkt, wenn dieser Befund als einziges Beweismittel fiir 
die Identitat beider Substanzen angefiihrt wird. In der Gallen- 
farbstofireihe sind Mischschmelzpunkte kein absolut sicheres Kri- 
terium fiir die Identitiit von 2 Substanzen, wie der Vergleich der 
Glaukobilin-dimethylester XIIIa@ und [Xe zeigt, denn der Misch- 
schmelzpunkt ergibt keine Depression. Glaukobilin - dimethyl- 
ester und ergeben nur 1—2° Depression’). Diese Fest- 
stellungen zeigen nun deutlich, daB dem Ergebnis der Misch- 
schmelzpunktsprobe nur eine sehr beschriankte Zuverlassigkeit 
zuzuschreiben ist. Aus diesem Grunde scheidet sie hier aber als 
Mittel der Beweisfiihrung fiir die Identitéat der beiden Biliverdin- 
ester aus, und es muB deshalb zumindest in Frage gestellt werden, 
ob der von Lemberg erhaltene Biliverdinester mit dem aus 
Bilirubin erhaltenen identisch ist, denn das Fehlen einer Depres- 
sion ist auBer durch die soeben angefiihrten Erfahrungstatsachen 
auch durch das Vorliegen eines Isomerengemisches zu erkliren. 
Diese Méglichkeit gibt er selber zu, allerdings mit der Einschrin- 
kung, daB der in geringer Ausbeute in reinem Zustande erhaltene 
Biliverdinester das «-Spaltprodukt darstellt, wihrend die iibrigen 
Isomeren sich in der Mutterlauge befinden sollen. Auf keinen 
Fall kann der von Lemberg beschriebene Weg zur Grundlage 
fiir eine Bilirubinsynthese erhoben werden, da er, wie eine 
Synthese es erfordert, nicht gleichzeitig einen Strukturbeweis 
fiir das Biliverdin darstellt. Die von Herrn Dr. H. Plieninger 
dankenswerterweise hergestellten Debye-Scherrer- Diagramme 
der beiden Biliverdinester zeigen deutliche, wenn auch gering- 
fiigige Unterschiede. SchlieBlich sollten die beiden von Lem- 
berg aus Mesohamin erhaltenen Glaukobilinester mit weit aus- 
einander liegenden Schmelzpunkten (etwa 30°) beziiglich der 
Einheitlichkeit der Spaltungsrichtung auch bei Protohimin IX 
zu denken geben. Die krystallographische Verschiedenheit der 
in der vorliegenden Untersuchung beschriebenen Gallenfarb- 
stoffe spricht ebenfalls fiir einen nicht einheitlichen Spaltungs- 


vorgang. 


23) W. Siedel, Diese Z. 237, 9 (1935). 
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Uber das negative Verhalten des Rhodohimins sowie seines 
Dimethylesters war schon berichtet worden. Als weit besser ge- 


eignetes Chlorophyllporphyrin wurde Pyrroporphyrin XV in Form 
seines Kisenkomplexsalzes 4) der Oxydation unterworfen, das wie 


Deuteroporphyrin durch eine freie #-Stellung gekennzeichnet 


ist (VD): 
H,C——(,H, 
/ Se 
VI HC y H OH 
H 
H=—cCH, 


Ps = Propionsiure —CH,CH,COOH 


Die Oxydation verlief auch hier in beschriebener Weise. Die 
Spaltung mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff ergab den 
Ubergang in Gallenfarbstoff unter gleichzeitiger Veresterung der 
Propionsaureseitenkette. Dem in Ather iibergefiihrten Gallenfarb- 
stofigemisch konnte der Pyrroglaukobilinester mit 1°/,iger Salz- 
siure entzogen werden, dessen weitere Reinigung chromatographisch 
erfolgte. Nach Verdampfen des Acetons mit sehr viel Ather wird 
der fPyrroglaukobilinester mit Petrolither gefallt und nach 
24 Stunden abfiltriert. Nach Umkrystallisieren durch Aceton— 
Methanol erhalt man den analysenreinen Farbstoff in hellblauen 
rechteckigen und quadratischen Platten vom Schmelzp. 305° Das 
Spektrum der Fluorescenzprobe ist mit dem des Deutero- und 
des Himatoglaukobilinesters identisch. Die Ausbeute an Gallen- 
farbstoff betragt 1,5—2°/, amorphe Substanz. Fiir den Nachweis 
der freien #-Stellung gelten sinngem&B die bei Deuteroglauko- 
bilinester gemachten Ausfiihrungen. Pyrroglaukobilin-dimethyl- 
ester ist der erste krystallisierte Gallenfarbstoff mit dem 
Seitenkettensystem eines Chlorophyllporphyrins, dem allerdings 
die typischen Strukturmerkmale der  Chlorophyllporphyrine, der 
y-Substituent und der negative Substituent in 6-Stellung fehlt. 


Kine dieser Bedingungen, nimlich der y-Substitution, erfillt 
nun das Phylloporphyrin XV, das durch alkalischen Abbau von 
Chlorophyll erhalten wird und folgende Formel (VII) besitzt: 


*4) A. Treibs u. E. Wiedemann, Liebigs Ann. 466, 280 (1928). 
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H,C——=(,H, 
Vil HC y H CH 
C 
H,C=—PSM_. CH, 


PSM = Propionsiuremethylester —CH,CH,COOCH, 


Das Eisensalz des Methylesters, das schon seit langem be- 
kannt ist®), zeigt sich bei der oxydativen Kinwirkung jedoch sehr 
widerstandsfihig. Unter den bisher angewandten Bedingungen 
konnte die Bildung des Pyridin-verdoparahamatins nur spuren- 
weise in stark verunreinigtem Zustande beobachtet werden. Erst 
bei zweifacher Menge an Hydrazinsulfat wurde eine mibfarben 
braunlich-griine Lésung erhalten, die das Spektrum eines Pyridin- 
verdoparahimatins zeigte. Die Spaltung mit Methanol—Chlor- 
wasserstoff erfolgte auch hier glatt. Die Aufarbeitung iiber Ather 
ergab nur sehr wenig Glaukobilin, das nach Petrolitherfallung 
nur in sehr geringer Ausbeute in amorphem Zustande erhalten 
wurde. Sie betrug nur Bruchteile eines Prozentes und konnte 
trotz mehrfacher Anderung der Versuchsbedingungen nicht ge- 
steigert werden. Das Spektrum der Fluorescenzprobe des chro- 
matographisch gereinigten Farbstoffes ist mit dem des Pyrroglau- 
kobilinesters identisch. Kin Beweis fir das Vorliegen des Phyllo- 
glaukobilinesters konnte wegen der minimalen Menge, die nur fiir 
den spektroskopischen Vergleich ausreichte, nicht erbracht werden. 
Der Grund fir die schlechte Ausbeute steht mit dem bei der 
Wasserstoffsuperoxydoxydation der Pyridinhimochromogene von 
Porphyrinen gemachten Erfahrungen im KEinklang, denn auch 
dieses Oxydationsverfahren lieferte bei unsymmetrisch gebauten 
Porphyrinen, wie Benzoxykoproporphyrin und Phylloporphyrin, 
schlechte Ausbeuten. 

Die an Eisenkomplexsalzen von Chlorinen und Phorbiden 
durchgefiihrten Versuche, die zu optisch aktiven Gallenfarbstoffen 
hatten fihren kénnen, waren wie die Oxydationsversuche mit 
Wasserstofisuperoxyd bis jetzt véllig ergebnislos, werden aber 


fortgesetzt. 


*) H. Fischer, M. Speitmann u. H. Meth, Liebigs Ann. 508, 165 
(1934). 
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Wie in der friiheren Mitteilung (Bd. 272, 8.260) bereits erwihnt 
war, konnte aus der Mutterlauge des Oxykopro J-ester-chlorhimins 
Koproglaukobilinester isoliert werden, der seine Entstehung zweifel- 
los dem bereits bei der Wasserstoffsuperoxydoxydation entstandenen 
Koproester-pyridin-verdo-parahimatin zu verdanken hat. Bei der 
Weiteroxydation der Pyridinlésung des Oxydationsansatzes mit 
Sauerstoff bei 55—60° konnte nach der iiblichen Umwandlung 
in Gallenfarbstoff keine Spur Koproglaukobilinester mehr fest- 
gestellt werden. Als Hauptmenge waren nach Entnahme von Vor- 
fraktionen mit 2—6°/,iger Salzsiure durch 8- und 10°/,ige Salz- 
siure rotviolette Farbstoffe mit Indicatoreigenschaften extrahierbar, 
deren Isolierung in festem Zustande aber an ihrer groBen Léslich- 
keit scheiterten. Diese Farbstoffe geben beim Versetzen mit Zink- 
acetat in Methanol rotfluorescierende Zinksalze, die spektroskopisch 
mit denen des Dimethoxy-atioglaukobilin und des Dimethoxy- 
glaukobilins?® #2) identisch waren. Der gleiche Farbstoff wurde 
nach entsprechender Aufarbeitung des Restiithers bei der Dar- 
stellung aller in der vorliegenden Untersuchung beschriebenen 
Glaukobiline beobachtet. Um einerseits seine Entstehungsbedin- 
gungen naher zu ergriinden, andererseits aber um festzustellen, 
bei welcher Oxydationsstufe des Porphinsystems dieser weitere 
Oxydationsvorgang einsetzt, wurden einige orientierende Versuche 
am das bisher 
die besten Ausbeuten an Gallenfarbstoff ergeben hatte, durch- 
gefiihrt. Der Restiither des Diacetyl-himatoglaukobilinesters ent- 
hielt ebenfalls die rotvioletten Farbstoffe (8- und 10°/, ige Fraktion). 
Ihr Spektrum zeigt zwei verschwommene Banden im Gelbgriin. 
Das Zinkkomplexsalz besitzt blaugriine Lésungsfarbe und zeigt 
intensive Rotfluorescenz. Die Bandenmaxima liegen bei 627 mu 
und 576 mu. Sie sind spektroskopisch identisch mit den eben 
erwihnten Farbstofien aus Koproester-pyridin-hamochromogen und 
mit den Dimethoxy-glaukobilinen von H. Fischer und H. Rei- 


necke*). 


Zur Klérung der Frage, ob der OxydationsprozeB am Pyridin- — 


verdo-parahimatin, also an dem pyridinhaltigem HKisenkomplexsalz 
eines Porphyrinfarbstofies, oder an dem méglicherweise bereits 
vorhandenen Glaukobilinester .tattfindet, dessen Entstehung bei 
der Darstellung des Pyridin-verdo-parahimatins bisher noch nicht 
festgestellt werden konnte, wurde zunachst krystallisierter Diacetyl- 


*6) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 265, 9 (1940). 
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hamatoglaukobilindimethylester in Pyridin—Wasser der Kinwirkung 
von Hydrazin—Sauerstoff ausgesetzt. Die grasgriine Lésung ergab. 
beim Fraktionieren iiber Ather neben teilweise zerstérter Substanz 
unveriindertes Ausgangsmaterial zuriick. Das Zinkkomplexsalz, 
dessen Oxydationsempfindlichkeit bereits am Beispiel des Atio- 
glaukobilins und der Glaukobilinester IXe@ und XIIla@ gezeigt 
worden war, verhielt sich ebenfalls negativ. Damit war bewiesen, 
daB die rotvioletten Farbstoffe ihre Entstehung unter diesen Be- 
dingungen nicht einem Oxydationsvorgang an Glaukobilinen zu- 
zuschreiben ist. Der OxydationsprozeB muB demnach bereits an 
dem Eisenkomplexsalz eines Porphyrinfarbstoffes stattfinden, der 
erst nach der Behandlung mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff die 
Gallenfarbstoffgemische liefert. 

Deshalb wurden die weiteren Oxydationsversuche am Pyridin- 
verdo-parahimatin durchgefihrt, das aus Diacetyl-himatoporphyrin- 
dimethylester-Kisensalz durch Einwirkung von Hydrazin—Sauerstoft 
in Pyridin—Wasser gebildet wird. Verlingert man die Oxydations- 
zeit, die fiir den Ubergang des Pyridinhimochromogens in das 
griine Pyridin-verdo-parahimatin 5 Minuten betrigt, auf 15 Minuten, 
so macht sich dies weder im Spektrum noch in der Lésungsfarbe 
bemerkbar. Auch die erhaltene Menge an Diacetyl-hamatoglau- 
kobilinester war die gleiche geblieben. Kine Vermehrung der 
rotvioletten Farbstoffe konnte nicht festgestellt werden. Steigert 
man die Konzentration des Hydrazins auf das Doppelte, so werden 
mebr rotviolette Farbstotie gebildet, ohne daB sich das Spektrum 
des Pyridin-verdo-parahimatins aindert. Bei Anwendung der 4fachen 
Menge Hydrazin tritt keine weitere Anderung der Mengenverhilt- 
nisse an Gallenfarbstoffen ein. Der Oxydationsvorgang ist also 
im wesentlichen von der Konzentration des Hydrazins unabhingig. 
Schiittelt man die pyridinhaltige, durch Chlorcalcium filtrierte 
Chloroformlésung des Pyridin-verdo-parahimatins 15 Stunden bei 
normaler ‘T'emperatur mit Sauerstoff, so tritt unter Beibehaltung 
der Lésungsfarbe nur eine geringe spektroskopische Verinderung 
ein. Das Spektrum hat folgenden Befund: 


I. 671—644; II. 532—521 (auBerst schwach); III. 498; End-Abs. 446. 
660 527 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, III. 


Bande II ist sehr schwach, Bande III ist nur ein schwacher 
Schatten. Nach der Umwandlung in Gallenfarbstoff hat sich zwar 
die Menge der rotvioletten Farbstoffe vergréBert, doch stellt das 
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Glaukobilin noch immer den gréSten Anteil der Spaltprodukte 
dar. Der Versuch beweist aber, daB die lange Einwirkungsdauer 
des Sauerstoffs bei normaler Temperatur bereits fiir eine weitere 
Oxydation des Pyridin-verdo-parahématins ausreicht. Fiihrt man 
die Oxydation in reinem Pyridin bei 55—60° durch, so ist bereits 
nach 4 Stunden eine Intensititsabnahme der Banden zu beobachten. 
Nach 16 stiindiger Einwirkung hat die Pyridinlésung schmutzig 
griinbraune Farbe angenommen. Das Spektrum in Chloroform— 
Pyridin hat bei unverinderter Lage der Bandenmaxima wesentlich 
an Intensitit abgenommen. Die Bande III ist vollig verschwunden. 
Die Aufspaltung zu Gallenfarbstoffen ergibt nach Uberfiihren in 
Ather ein violettes Farbstoffgemisch, dem mit 1°/,iger Salzsiure 
keine Spur von Glaukobilinester mehr zu entziehen ist. Zur 
Trennung des Gemisches wird zunichst mit 1- und 2°/,iger Salz- 
siure eine Fraktion entzogen und in Ather iibergefiihrt. Nach 
Entnahme von Zwischenfraktionen mit 4- und 6°/,iger Salzsaure 
extrahiert man mit 8- und 10°/,iger Salzsiure rotviolette Farb- 
stoffe. Die 1- und 2°/,ige Fraktion wird nochmals der chromato- 
graphischen Reinigung durch Adsorption der Atherlésung an 
Aluminiumoxyd unterzogen. Zunachst wird ein hellroter Farbstoit 
in geringer Menge isoliert. Er gibt unter Farbumschlag in Rot- 
violett ein rotfluorescierendes Zinksalz mit einem Hauptbanden- 
maximum bei 614 mu. Die mit Aceton eluierte Zwischenfraktion 
ist eine Mischung, die anscheinend noch sehr geringe Mengen 
an Diacetyl-himatoglaukobilin enthalt, denn erst nach Zusatz 
von alkoholischer Jodlésung ergibt das Zinkkomplexsalz Rotfluor- 
escenz und ein scharfes Spektrum. Die Hauptmenge des Farbstoft- 
gemisches ist ein rotvioletter Farbstoff, der mit Zinkacetat sofort 
ein dunkelblau gefarbtes Komplexsalz bildet, das starke Rotfluor- 
escenz zeigt. Seine Bandenmaxima liegen bei 618 und 570 mu. 
Nach Zusatz von alkoholischer Jodlésung bleibt das Spektrum, 
das gegeniiber dem der hellroten Fraktion nach Rot verschoben 
ist, unverandert. Der zinkfreie Farbstoff besitzt eine sehr schwache 
und eine sehr intensive stark verschwommene Bande im Gelbgriin. 
In salzsaurer Lésung ist er blauviolett gefarbt. Die mit 8- und 
10°/, iger Salzs’ure erhaltene Fraktion besitzt ein verschwommenes 
Spektrum mit 2 Banden im Gelbgriin. Die Maxima der Banden, 
die gleiche Intensitat aufweisen, liegen bei 536 mu und 496 mu. 
Die in konzentrierter Atherldsung rotviolette Farbe geht mit Zink- 
acetat in ein blaugriines Komplexsalz tiber, dessen Bandenmaxima 
mit 617 mu und 565 mu gegen die der aus dem Restither der 
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Darstellung des Diacetyl-himatoglaukobilin-dimethylesters erhal- 
tenen rotvioletten Farbstoffe um 10 my nach Blau verschoben 
sind. Alle anderen Befunde wie Extraktionszahl, Lésungsfarbe, 
Spektrum in Ather und Indicatoreigenschaften stimmen bei beiden 
iiberein. Diese Farbstoffe (der 8- und 10°/,igen Fraktion) dirften 
daher dem gleichen Farbstofityp angehéren. In festem Zustande 
konnte keiner der erwihnten Farbstoffe erhalten werden, da ihre 
Menge ziemlich gering, ihre Léslichkeit aber noch bedeutend 
eréBer ist als die der Glaukobiline. 

Die beschriebenen Versuche beweisen, daB die Oxydation 
noch an dem Eisenkomplexsalz des Porphyrinfarbstoffes (Pyridin- 
verdoparahéimatin) stattfindet und nicht einheitlich verliuft, wie 
aus der Trennung der Gallenfarbstofigemische hervorgeht. Das 
Fortschreiten der Oxydation macht sich bei kurzer Einwirkung 
von Sauerstoff (5—15 Minuten) nicht in einer Anderung des Spek- 
trums des Pyridin-verdo-parahimatins bemerkbar. Da aber bereits 
nach einer Oxydationsdauer von nur 5 Minuten bei allen Hamo- 
chromogener die rotvioletten Farbstoffe beobachtet wurden, ist 
daraus zu schliefen, daB das Spektrum der Pyridin-verdo-para- 
hiimatine nicht einer einzigen, sondern einer Mischung zweier 
oder mehrerer Oxydationsstufen zukommt. SchlieBlich hat sich 
herausgestellt, daB fiir die Weiteroxydation des Pyridin-verdo- 
parahimatins Sauerstoff allein geniigt, wenn hinsichtlich der Oxy- 
dationsdauer und der Temperatur giinstige Bedingungen gewahlt 
werden. 

Was die Konstitution der Spaltprodukte anbetrifit, so sind 
sie auf Grund der Fluorescenzerscheinungen und des Spektrums 
ihrer Zinkkomplexsalze in die Gallenfarbstoffe einzureihen. Drei- 
kernige Produkte vom Typ der Dioxy-tripyrrene**) kénnen es 
nicht sein, da diese mit Zinkacetat—Jod weder Farbung noch 
Fluorescenz ergeben. Sie scheinen jedoch mit den bei der Gme- 
linschen Reaktion isolierten Bilipurpurinen bzw. Mesobilipurpur- 
inen!*) in Beziehung zu stehen, soweit ein Vergleich dieser beiden 
auf véllig verschiedenen Wegen erhaltenen Farbstofigruppen allein 
auf Grund spektroskopischer Daten zulissig erscheint. Auch die 
teilweise spektroskopische Ubereinstimmung der rotvioletten Kérper 
mit den Zinkkomplexsalzen der Dimethoxyglaukobiline**) besagt 
wenig, denn die rotvioletten Kérper lassen sich erst mit 8- und 

10°/, iger Salzsiure, die Dimethoxyglaukobiline aber schon mit 
n/ 10-Salzsiiure aus Ather extrahieren. Diese abweichenden Eigen- 
schaften sind sehr wahrscheinlich durch ein anderes K onstitutions- 
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prinzip bedingt. Dieses aber kann erst nach Isolierung von 
krystallisiertem Material durch die Bestimmung der Anzahl der 
eingetretenen Sauerstoffatome aufgeklart werden. Hier kame auBer 
der Elementaranalyse vor allem nach vorhergehender Acetylierung 
die Acetylgruppenbestimmung?") in Betracht, die Anhaltspunkte 
| iiber die Anzahl der eingetretenen Sauerstoffatome und ihre 
| Funktion ergeben kiénnte. Auch die Feststellung de: \nzahl der 
aktiven Wasserstoffatome, die in der Chlorophyll- und Blut‘ whbstoff- 
reihe zu guten Ergebnissen gefiihrt hat?*), und in der Gallenfarb- 
stoffreihe erst 2 mal durchgefiihrt worden *°), wire mit heran- 
zuziehen. 

Fir den Reaktionsmechanismus sind grundsitzlich 2 Wege 
méglich, wie im folgenden Schema angedeutet sei: 


Benzoxyporphyrin =Dibenzoxy-porphyrin 
benzoylieren benzoylieren 
Pyridinhimochromogen —> Pyridin-parahimatin (Oxy-pyridin-parahimatin) 


Pyridin-verdo-parahimatin Oxy-pyridin-verdo-parahimatin 
CH,OH | HCI CH,OH | HCI 
Y Y 
Glaukobilin Purpuringemisch 


Der Weg a fiihrt iiber das Pyridin-verdo-parahimatin, das mit 
| Methanol—Chlorwasserstoff itiberwiegend Glaukobilin ergibt. Bei 
| der Weiteroxydation des Pyridin-verdo-parahimatins in Pyridin 

entsteht die schmutzig griinbraune Lésung des Oxy-pyridin-verdo- 

parahimatins, das nach der Behandlung mit Methylalkohol—Chlor- 
| wasserstoff ein kompliziert zusammengesetztes Farbstoffgemisch 
| liefert. Beziiglich der Namensbezeichnung sei betont, daB die 
Vorsilbe ,,Oxy“ nur auf den durch einen OxydationsprozeB ent- 
standenen Farbstoff hindeutet, nicht aber eine Aussage iiber Zahl 
und Funktion der eingetretenen Sauerstoffatome darstellt. Der 
Weg b laBt wenigstens teilweise die Bildung eines Oxy-pyridin- 
parahimatins zu. Dieser Kérper sollte besonders bei der in der 
voranstehenden Mitteilung beschriebenen Wasserstoffsuperoxyd- 
oxydation der Pyridinhamochromogene geeignete Entstehungs- 


27) R. Kuhn u. A. Roth, Ber. chem. Ges. 66, 1274 (1933). 3 i 7 
28) H. Fischer u. 8S. Goebel, Liebigs Ann. 522, 168 (1936). ! 
2) H. Fischer u. J. Postowsky, Diese Z. 152, 300 (1926). 
30) H. Wieland u. A. Tartter, Liebigs Ann. 545, 197 (1940). 
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bedingungen vorfinden. Bei der anschlieBenden Benzoylierung 
hatte man demnach neben Mono- auch das entsprechende Di- 
benzoxyporphyrin finden miissen. Dieses konnte, obgleich die 
Eigenschaften von Dibenzoxyporphyrinen bereits an dem dort 
beschriebenen Dibenzoxy-koproporphyrin bekannt waren, in keinem 
Falle beobachtet werden. Somit scheint sich die Hamochromogen- 
oxydation vorwiegend auf dem Wege a zu vollziehen. Die voll- 
stindige Aufkliarung dieser Vorginge sowie die Isolierung der 
rotvioletten Gallenfarbstoffe zum Zwecke ihrer Identifizierung und 
des Vergleichens mit den Kérpern der Gmelinschen Reaktion 
ist in Bearbeitung. 


Der Justus Liebig-Gesellschaft sei gedankt fiir finanzielle Unter- 
stiitzung. 
Versuche 


Deutero-glaukobilin-dimethylester. 1g Deuterohimin wird in 


einem Gemisch von 100 cem Pyridin und 250 cem destilliertem Wasser bei 


50° gelést. Dann gibt man eine Lésung von 1,3 g Hydrazinsulfat in 32 ccm 
0,5n-Natronlauge hinzu und leitet 5 Minuten einen starken Sauerstoffstrom 
hindurch. Die Lésung sieht dann dunkelgriin aus. Man kiihlt zur Unter- 
brechung der Reaktion sofort durch Zugabe von Eisstiickchen ab. Zwei An- 
siitze zu je 1 g werden gemeinsam verarbeitet. Zur Beseitigung von nicht 
umgesetzten Material schiittelt man 3 mal mit je 1 Liter Ather aus und iiberfiihrt 
den in Pyridin-Wasser gelésten Farbstoff in 0,5 Liter Chloroform. Nach 
mehrmaligem Auswaschen mit Wasser wird die Chloroformlésung iiber 
Chlorealcium trocken filtriert und im Vakuum bei 40° bis zur Lackkonsistenz 
eingeengt. Dann wird mit 50 cem (etwa 15 °/, igem) methanolischem Chlorwasser- 
stoff 20 Minuten erhitzt, in Chloroform gegossen und dieses im Vakuum bei 40° 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Die Reinigung erfolgt durch Adsorption 
der Chloroformlésung an Aluminiumoxyd. Als Entwicklungsfliissigkeit dient 
Chloroform-Ather 1:1. Zunichst werden gelbbraune Farbstoffe, darunter 
auch Deuteroporphyrin, eluiert. Nachdem eine Zwischenfraktion hellgriin 
abgetropft ist, wird mit reinem Chloroform der Deutero-glaukobilinester 
extrahiert. Nach Verdriingen des Chloroforms mit heiBem Methanol und 
24stiindigem Stehen im Eisschrank erhilt man den Ester in krystallisiertem 
Zustande. Ausbeute 30 mg. Zur Analyse wird zweimal aus Aceton—Methanol 
umkrystallisiert. Langgestreckte, abgeschriigte hellbraune Nadeln neben 
hellblauen, zu Sternchen vereinigten, wetzsteinférmigen Krystallen. Schmelz- 
punkt 284° nach Sintern bei 205°. 


2,266 mg Subst. (bei 80° im Hochv. getr.): 5,464 mg CO,, 1,160 mg H,0. 
— 3,784 mg Subst.: 0,350 ecm N, (21°, 726 mm). — 3,368 mg Subst.: 
0,611 eem n/50-KSCN. 


(558,61) Ber. C 64,50 H 6,14 N 10,02 20CH, 11,11 
Gef. 65,76 ” 5,72 10,36 ” 11,26. 


Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat ist mit dem 
des Glaukobilins und des Tetramethyl-himatoglaukobilins identisch. 
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Deutero-glaukobilinester durch Fraktionieren iiber Ather-Salz- 
saure. 2g Deuterohimin werden in einem Gemisch von 200 ecm Pyridin 
und 500 cem destilliertem Wasser gelést und bei 50° mit 2,6 g Hydrazin- 
sulfat in 64 ecm 0 ,Sn-Natronlauge versetzt. Nach der oben beschriebenen 
Oxydation und Uberfiihren i in den Gallenfarbstoff wird die salzsaure Methanol- 
lésung in 3 Liter Ather gegossen, der Deutero-glaukobilinester mit 2°/,iger 
Salzsiure entzogen und in 2 Liter frischen Ather iiberfiihrt. Nach Neutral- 
waschen wird eingeengt und der Ather durch Zusatz von Aceton verdringt. 
Die Acetonlésung wird durch Aluminiumoxyd filtriert, in dem nur ein ge- 
ringer Riickstand verbleibt. Das bis zur Lackkonsistenz verdampfte Aceton 
_ wird durch hiufiges Aufnehmen mit Ather verdriingt. Aus der stark ein- 
geengten Loésung wird der Farbstoff durch Zusatz von Petrolither aus- 
gefallt. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Methanol zeigt der 


Ester den Schmelzp. 288—290°, nach Sintern bei 205°. Der Mischschmelz-- 


punkt mit obigem Material ergibt 285°. Die Krystallformen beider Substanzen 
sind identisch. 


Tetramethyl-hamatoglaukobilin. 2 g Tetramethyl-himatoporphyrin- 
Kisensalz werden bei 50° in eiaem Gemisch von 100 cem Pyridin und 
250 cem Wasser gelést. Dann versetzt man mit einer Lésung von 1,3 g 
Hydrazinsulfat in 32 cem 0,5n-Natronlauge und leitet 5 Minuten einen starken 
Sauerstoffstrom hindurch, bis die Lésung griin geworden ist. Dann wird 
die Reaktion sofort durch Einwerfen von Eisstiicken unterbrochen. 3 An- 
siitze zu je 2g werden zusammen aufgearbeitet. Man schiittelt die braun- 
gelben Farbstoffe mit Ather aus und iiberfiihrt die waBrige Pyridinlésung 
in 1 Liter Chloroform. Dieses wird, wie bei Deuteroglaukobilin beschrieben, 
eingeengt und der Riickstand in den Gallenfarbstoff iibergefiihrt. Man gieBt den 
methylalkoholischen Chlorwasserstoff in 4 Liter Ather und liBt die beim Neu- 
tralisieren entstehenden Flocken ab. Mit 2°/,iger Salzsiure wird das Tetra- 
methyl-himatoglaukobilin entzogen und in 3 Liter frischen Ather tibergefiihrt. 
Nach Neutralwaschen wird auf etwa 6—8 cem eingeengt und mit siedendem 
Petrolither auf i00 cem aufgefiillt. Man Tage stehen und filtriert 
das abgeschiedene Rohprodukt ab. Die Mutterlauge enthalt neben viel 
Tetramethyl-himatoglaukobilin ein Gemisch von violett-stichigen Farbstoffen. 
Ausbeute 240 mg aus 6 g Ausgangsmaterial. 


Die weitere Reinigung erfolgt durch Adsorption der Acetonlésung an 
Aluminiumoxyd. Entwicklungsfliissigkeit Aceton. Mit Aceton kann der 
Farbstoff in zusammenhiingender Schicht eluiert werden, waihrend Verun- 
reinigungen im oberen Teil der Séule haften bleiben. Die Acetonlésung 
wird, da Aceton-Petrolither leicht Verschmierung ergibt, mehrmals bis zur 
Lackkonsistenz eingeengt, mit Ather aufgenommen und wieder eingeengt. 
Zum Schlu8 wird die auf 2—3 cem eingeengte Atherlésung mit 100 cem 
siedendem Petrolither versetzt. Nach 2tagigem Stehen wird der Farbstoff 
abfiltriert. Er zeigt bereits Krystallisation. Zur Analyse wird mit Ather 
extrahiert. Der Ather wird auf etwa 8—10 cem eingeengt. Hierbei beginnt 
bereits die Krystallisation. Nach 2taégigem Stehen wird abfiltriert, der 

stalline Niederschlag griindlich mit reinstem Petrolither gewaschen und 

getrocknet. Ausbeute 89 mg krystallisierter Farbstoff. Schmelzp. 220—222° 

unscharf, nach Sintern bei 170°. Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit 

Jod-Zinkacetat ist mit dem des Glaukobilins identisch. Schlecht ausgebildete 
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rechteckige Stibchen neben uneinheitlichen Krystallaggregaten von hell- 
blauer Farbe. 

4,020 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 9,765 mg CO,, 2,545 mg H,0O. 
— 4,798 mg Subst.: 0,361 ecm N, (20°, 714 mm). — 3,115 mg Subst.: 
0,93 eem n/50 KSCN. 


C,,H,,O.N, (674,77) Ber. C 65,85 H 687 N 8,30 40CH, 18,40 
Gef. ,, 66,25 ,, 7,08 ,, 8,24 » 18,52. 


Isolierung eines Hamatoglaukobilinesters aus Protohamin. Das 
aus 2g Protohimin IX durch Petrolitherfiallung erhaltene ,,griine Hémin‘ 
wird in 50 ecem starkem Methylalkohol-Chlorwasserstoff 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Zur vollstindigen Umwandlung in 
Gallenfarbstoff kocht man 20 Minuten und gieBt in 2 Liter Ather. Mit 
0,5°/,iger Salzsiiure wird ein Glaukobilin entzogen, dessen Spektrum der 
Fluorescenzprobe mit dem des Glaukobilin [Xe identisch ist. Durch Ver- 
setzen der stark eingeengten Atherlésung mit Petroliither wird der Farb- 
stoff in amorphem Zustand erhalten. Die chromatographische Reinigung 
und analysenreine Darstellung erfolgt wie bei Tetramethylhimatoglauko- 
bilin. Der Farbstoff wird in sehr geringer Menge in krystallisiertem Zu- 
stande erhalten. Sehr schlecht ausgebildete rechteckige Stibchen, die 
denen des Himatoglaukobilin-dimethylesters ihneln. Die Substanz zeigt 
einen sehr unscharfen Schmelzpunkt von 200—205°. Der Mischschmelz- 
punkt mit Tetramethylhimatoglaukobilin vom Schmelzp. 220—222° und 
_Hamatoglaukobilin-dimethylester vom Schmelzp. 225° liegt ebenfalls bei 
200—205°. Farbe, Extraktionszahl und Spektrum der Fluorescenzprobe mit 
Jod-Zinkacetat stimmen mit dem des krystallisierten auf anderem Wege 
erhaltenen Farbstoffs iiberein. 


Darstellung von Diacetyl-hamatoporphyrin-Eisensalz in gréBerem 
Ma8stabe. 4 g Protohimin werden in 100g Bromwasserstoff-Eisessig 1 '/, Tage 
geschiittelt und in die 80° heiBe filtrierte Lésung von 40 g wasserfreiem 
Natriumacetat und 2 g Eisenpulver in 200 ecm Eisessig eingeriihrt. Dabei 
tritt starke Erwairmung ein. Man 1a8t 10 Minuten bis zur vollstindigen 
Komplexsalzbildung stehen und gieBt auf 1 kg Eis. Die Essigsiiure wird 
unter starkem Umriihren so lange mit konzentrierter Natronlauge abgestumpft, 
bis eine entnommene Probe ein rotes Filtrat zeigt, aus dem durch Zusatz 
von Natronlauge kein Niederschlag mehr ausfallt. Die essigsaure Lisung 
wird durch ein Faltenfilter gegossen, der Niederschlag griindlich gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute 4,5—5 g. 


Diacetyl - himatoporphyrin -dimethylester-Eisensalz. 6 g rohes 
Eisensalz obigen Materials werden in 400 ccm Methanol in der Siedehitze 
méglichst vollstindig zur Lésung gebracht und mit 4 ecm konzentrierter 
Salzsiure versetzt. Dann wird 25 Minuten zum Sieden erhitzt. Sobald sich 
eine entnommene Probe als alkaliunléslich erweist, gie8t man in 3 Liter 
konzentrierte Kochsalzlésung. Der flockig ausgefallene Ester wird abfiltriert, 
mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Der rohe Ester wird als Aus- 
gangsmaterial fiir die Uberfiihrung in Gallenfarbstoff verwendet. 


Diacetyl-hamatoporphyrin-dimethylester. 2 Diacetyl-himato- 
porphyrin-dimethylester-Eisensalz (Rohprodukt) werden in einem Gemisch 
von 150 cem Aceton und 50 cem Eisessig gelést und in eine im Stickstoff- 
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strom auf 40° abgekiihlte Lésung von 2 g Ferrum reductum in 300 ccm Eis- 
essig gegossen. Dann wird sofort mit 50 cem konzentrierter Salzsdure versetzt 
und nach 1 Minute in 5 Liter Ather iibergefiihrt. Nach Auswaschen des Fisessigs 
mit verdiinnter Natronlauge entzieht man die Hauptmenge des Porphyrins 
mit 4- und 6°/,iger Salzsiiure und iiberfiihrt in 4 Liter Ather. Der Ather 
wird neutral gewaschen und der Riickstand nach Einengen auf ein kleines 
Volumen in Aceton aufgenommen. Die weitere Reinigung erfolgt durch 
Adsorption der Acetonlésung an Aluminiumoxyd und Entwickeln mit 
Aceton-Ather (1:3). Die eingeengte Lisung wird, 'da mit Methanol keine 
Krystallisation erfolgt, nach Einengen bis zur Lackkonsistenz mit 100 ccm 
Petrolither versetzt. Es erfolgt schmierige Abscheidung des Porphyrins. 
Nach 2tigigem Stehen wird die feste Substanz abfiltriert. Ausbeute 700 mg. 
Zur weiteren Reinigung wird zweimal aus Aceton-Petrolither umgefiillt. 
Das Porphyrin ist sehr leicht léslich. Seine Krystallisation gelang bisher 
nicht. Durch Behandlung mit verdiinnter Natriummethylatlésung entsteht 
Hamatoporphyrin, das durch Spektrum und Extraktionszahl identifiziert wurde. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 631,8—626,7; II. 601,5 (duBerst schwach); 587,6—570,7; 


Max. 573,4 (gem.) 
IV. 542,0—528,6; V. 515,3—488,6; End-Abs. 449. 
535,3 


Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, III, Il. 


Gegeniiber Himatoporphyrin ist das Spektrum in allen Banden um 
2—3 mu nach Rot verschoben. Es ist unschirfer als das des Himato- 
porphyrins. 

Diacetyl - hamatoporphyrin - dimethylester - Eisenkomplexsalz. 
400mg chromatographisch gereinigter Diacetyl-hématoporphyrin- -dimethylester 
werden mit einer Lésung von Ferroacetat-Kochsalz in Eisessig 20 Minuten 
bis zur vollstindigen Komplexsalzbildung erhitzt. Dann wird in 2 Liter Ather 
gegossen und die Essigsiure mit 0,2n-Sodalésung entfernt. Nach Neutral- 
waschen wird auf ein kleines Volumen eingeengt und das Eisensalz mit 
Petrolither ausgeflockt. Ausbeute fast quantitativ. Das Chlorhimin ist 
ebenfalls so leicht léslich, daB es bisher nur in amorphem Zustande erhalten 


werden konnte. 
Spektrum in Pyridin: 
I. 675 .. . 655,5—644,5; II. 520—517; End-Abs. 499. 


650,0 518,5 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Himochromogenspektrum: 
I. 561,8—546,4; Il. 530,5—513,3;  End-Abs. 485. 


554,1 521,9 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Gegeniiber dem Hiimochromogenspektrum des Tetramethy]l-himato- 
porphyrins ist das Spektrum deutlich nach Rot verschoben. Das Spektrum 
des Himins in Pyridin ist éiuBerst unscharf. 


ae 
i 
Ope 
il 
~ 14 
‘ 
whi 
- 
| 
. 
| | 
: 


70 Eberhard Stier, 


Diacetyl-hamatoglaukobilin-dimethylester. 2 g Diacetyl-himato- 
porphyrin-dimethylester-Eisensalz (Rohprodukt) werden in einem Gemisch 
von 125 cem Wasser hei gelést. Bei 55° Innentemperatur versetzt man 
mit einer Lésung von 650 mg Hydrazinsulfat in 16 ccm 0,5n-Natronlauge 
und leitet einen kriftigen Sauerstoffstrom ein. Nach 5 Minuten ist die Lésung 
grasgriin gefirbt. Man unterbricht die Oxydation durch Kinwerfen von 
Eisstiicken und filtriert 2 Ansiitze zu je 2g in 1,5 Liter Ather. Durch vor- 
sichtiges Ausschiitteln wird Ausgangsmaterial entfernt. Dieser Vorgang wird 
noch zweimal mit je 1,5 Liter Ather wiederholt, bis der Ather griinlich an- 
gefirbt ist. Der Pyridin-Wasser-Lésung wird durch intensives Ausschiitteln 
mit 1 Liter, anschlieBend zweimal mit je 250 ccm Chloroform der gesamte 
' Farbstoff entzogen. Die Chloroformlésung wird dreimal mit je 1,5 Liter Wasser 
gewaschen, durch Filtrieren iiber Chlorcalcium getrocknet und bei 40° im 
Vakuum zur Trockene eingeengt. Dann kocht man 20 Minuten mit 400 ccm 
0,4 n-methanolischem Chlorwasserstoff. Bereits in der Kilte erfolgt teilweise 
der Ubergang zum Gallenfarbstoff. Nach Uberfiihren in 3,5 Liter Ather durch 
Verdiinnen mit viel Wasser unter Zusatz von 2n-Natronlauge 1i8t man 
geringe Mengen rotvioletter alkaliléslicher Farbstoffe ab, wiischt den Ather 
neutral und entzieht den Diacetyl-himatoglaukobilin-dimethylester so lange 
mit 2°/,iger Salzsiure, bis die HCl-Ausziige hellblau werden und eine in 
Ather iibergefiihrte Probe (neutral waschen) violett-stichig gefirbt erscheint. 
Zur Vermeidung von Flockenbildung tiberfiihrt man die 2°%oi igen HCl-Ausziige 
durch Verdiinnen mit konzentrierter Natriumacetatlésung in 3,5 Liter Ather, 
dem etwas Eisessig zugesetzt ist. Der Ather wird mit schwacher Natron- 
lauge von Essigsiiure befreit, neutral gewaschen und auf etwa 8—10 ccm 
eingeengt. Nach 2tigigem Stehen wird der Niederschlag abfiltriert und mit 
Petrolither gewaschen. Ausbeute: 300—320 mg krystallisiertes Material (8°’,). 


Zur Analyse wird die Acetonlésung an Aluminiumoxyd adsorbiert und 
das Chromatogramm mit Aceton-Ather (1:3) entwickelt. Der Farbstoff lauft 
in zusammenhingender Saule durch. Nach Uberfiihren in 3 Liter frischen 
Ather wird das Aceton ausgewaschen und der Ather auf etwa 8—10 cem 
eingeengt. Nach Verdriingen durch heiBes Methanol lé8t man 2 Tage zur 
Krystallisation stehen. Dann wird 2mal aus Aceton-Methanol umkrystalli- 
siert. Hellblaue, sehr regelmaiBig ausgebildete Rhomben (iiberwiegender 
Teil) neben langgestreckten schwarzgriinen Nadeln. Schmelzp. 260° nach 
Sintern bei 205°. Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat 
ist mit dem des Glaukobilins und des Tetramethyl-himatoglaukobilins 


identisch. 


4,066, 3,944, 4,020 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 9,800, 9,649, 
9,740 mg CO,, 2,122, 2,470, 2,530 mg H,O. — 3,942, 3,400 mg Subst.: 0,293 
(22°, 722 mm), 0,263 (23°, 726 mm) cem N,. — 4,384, 4,738, 3,196 mg Subst.: 
6,29, 6,74, 4,55 eem n/50-Thiosulfat. — 3,261 mg Subst.: 0,47 cem n/50-KSCN*). 


I. = 
II. = a-Acetoxy-mesoglaukobilindimethylester. 


*) Herrn Dr. Unterzaucher, I.G. Werk Leverkusen, sind wir zum 
gréBten Dank verpflichtet fiir die Sauerstoffbestimmungen dieser und der 
vorangehenden Arbeit, die er nach seiner Methode durchgefiihrt hat. 
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Ber. C 64,10 H6,35 N 7,67 O 21,89 OCH, 8,49. 


Il. C,H,,0,N, (672,46) 
Ber. C 66,08 H690 N833 019,03 OCH, 9,23 


Gef. ,, 65,74 5,84 » 8,17 19,12 » 8,94 
” ” 66,72 7 7,00 ” 8,52 ” 18,97 aac 
” ” 66,08 ” 7,04 ” 18,99 


Aufarbeitung der Mutterlauge. Die Ather- und Petrolathermutter- 
laugen werden gemeinsam bis zur Trockene eingeengt, in Aceton gelést und 
in 0,5 Liter Petrolither gegossen. Nach Auswaschen des Acetons wird 
der Petrolither durch Faltenfilter getrocknet und auf 25 ccm eingeengt. 
Nach 3tagigem Stehen filtriert man den Niederschlag ab und wischt 
ihn so lange mit Petrolither, bis die ablaufende Fliissigkeit rein blau gefirbt 
ist; die Petrolithermutterlauge enthilt ein Gemisch rotvioletter Farbstoffe, 
die iuBerst leicht léslich sind und eine héhere Extraktionszahl als das 
Glaukobilin besitzt. Ausbeute 50 mg amorpher Gallenfarbstoff. 

Spektrum des Diacetyl-himatoester-pyridin-verdo-parahimatins in Chloro- 
form—Pyridin: 

I. 670,8—644,5; II. 535,8—522,6; ILI. 503—491; End-Abs. 472. 


657,6 529,2 497 
Reihenfolge der. Intensitéten: I, II, III. 


Bande III ist diuBerst schwach und verwaschen und geht it in die End- 
absorption iiber. 


Gewinnung rotvioletter Farbstoffe aus dem Restather des Diacetyl- 
hamatoglaukobilin-dimethylesters. Der Restither wird mit 2°/,iger Salz- 
siure von Acetyl-hiimatoglaukobilin befreit. Mit 4- und 6°/,iger Salzsiure 
wird eine Zwischenfraktion entzogen, 8- und 10°/,ige Salzsiure entnimmt die 
Hauptmenge eines Gallenfarbstoffs, der in 1 Liter Ather iibergefiihrt wird. Er 
besitzt Indicatoreigenschaften und lést sich mit blauvioletter Farbe in Salz- 
siure. In neutralem Ather ist er — besonders in konzentrierten Lésungen — 
rotviolett gefirbt. Er ist auBerordentlich leicht léslich und konnte noch 
nicht in festem Zustande erhalten werden. Die entstehende Menge wichst 
mit zunehmender Konzentration an Hydrazin. 


Spektrum der 8- und 10°%,igen Fraktion in Ather: 
I. 547—526; Il. 511—489; End-Abs. 410. 


536 500 
Reihenfolge der Intensitiéten: I, I. 
Die Banden sind sehr verwaschen und haben gleiche Intensitit. 
Spektrum des Zinkkomplexsalzes in Ather: 
I. 645—609; II. 585—566; End-Abs. 434. 
627 576 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 
Das Zinkkomplexsalz besitzt blaugriine Lésungsfarbe und zeigt inten- 


sive Rotfluorescenz. Nach Zusatz von wenig methanolischer Jodlésung dndert 
sich das Spektrum nicht, jedoch wird die Lésungsfarbe nunmehr rein blau. 
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72, Eberhard Stier, 


Gegen das Spektrum der Fluorescenzprobe des Diacetyl-himatoglaukobilin- 
esters, das blauviolette Lésungsfarbe besitzt, ist die Bande I minimal nach 
Rot verschoben. Das Spektrum ist jedoch. identisch mit dem des Zink- 
komplexsalzes eines methoxylierten Gallenfarbstoffes, der durch Einwirkung 
von Chinon auf Atioglaukobilin-Zinkkomplexsalz in methanolischer Lésung 
erhalten wurde. 


Oxydation von Diacetyl-hamatoester-pyridin-verdo-parahamatin 
in Pyridin mit Sauerstoff bei 60°. Die aus 2 g Diacetyl-himatoporphyrin- 
dimethylester-Eisensalz erhaltene Chloroform—Pyridin-Lésung des Pyridin- 
verdo-parahimatins wird im Vakuum bei 40° zur Trockne eingeengt. Die 
Reste von Chloroform werden durch mehrmaliges Aufnehmen in Pyridin 
und Verdampfen im Vakuum bei 40° beseitigt. Dann lést man das Para- 
himatin in 15 cem Pyridin und schiittelt die Lésung in einer heizbaren ab- 
geschlossenen Hydrierente bei 60° mit Sauerstoff. Nach 4stiindiger Sauer- 
stoffeinwirkung ist die Lésung noch rein griin, jedoch weist das Spektrum 
bereits eine Intensititsabnahme der Banden auf, die bei der Bande I be- 
sonders deutlich in Erscheinung tritt. Nach 16stiindigem Schiitteln hat die 
Lésung schmutzig griinbraune Farbe angenommen und besitzt in Chloroform— 
Pyridin folgendes Spektrum: 


I. 673—645; IL. 533—523 (déuBerst schwach); End-Abs. 471 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 


Das Spektrum ist sehr unscharf. Die Intensitit der Banden ist bedeutend 
geringer als die des Pyridin-verdo-parahimatins. Bande III ist véllig ver- 
schwunden. | 


Nun wird das Pyridin im Vakuum bei 60° vollstindig verdampft und 
der Riickstand in 100 cem 10°/,igem methylalkoholischem Chlorwasserstoff 
aufgenommen, in dem er sich mit violetter Farbe lést. Zur vollstindigen 
Spaltung in Gallenfarbstoff kocht man 20 Minuten, iiberfiihrt unter Zugabe 
von Natriumacetatlésung in 2 Liter Ather und entfernt die Essigsiure durch 
Ausschiitteln mit verdiinnter Sodalésung. Die neutrale Atherlésung zeigt 
rotviolette Farbe. Mit 1- und 2°/,iger Salzsiure kann in Hauptausbeute 
ein Farbstoff entzogen werden, der in salzsaurer Lésung blauviolett, in 
neutraler Lésung rein violett gefiirbt ist. Nach Entnahme einer Zwischen- 
fraktion mit 4- und 6°/,iger Salzsiiure entzieht man dem Ather mit 8- und 
10%/i iger Salzsiure orangerote Farbstoffe, die sich mit blauvioletter Farbe 
in Salzsiiure lésen. In konzentrierter neutraler Atherlésung sind sie rotviolett. 


Chromatographische Reinigung der 1- und 2°,igen Fraktion. 
Die Atherlésung wird an Aluminiumoxyd adsorbiert. Mit Ather wird in 
geringer Menge ein hellroter Farbstoff isoliert. Man wischt so lange mit 
Ather, bis dieser farblos abtropft. Mit Zinkacetat erfolgt sofortige Komplex- 
salzbildung. Die Lésung wird sechwach violettrot, zeigt aber starke Rot- 
fluorescenz und besitzt folgendes Spektrum: 


I. 626—602; II. bei 563 (sehr schwach); End-Abs. 435. 
614 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, IL. 
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Mit Aceton wird zuniichst eine blauliche Fraktion ausgewaschen, die 
wahrscheinlich noch Spuren von Glaukobilin enthilt, denn das Zinkkomplex- 
salz zeigt erst nach Zusatz von Jod das scharfe Spektrum der Fluorescenz- 
probe. Die Hauptmenge des Farbstoffes ist rotviolett. Beide Farbstoffe 
konnten infolge ihrer groSen Léslichkeit nicht zur Krystallisation gebracht 
werden. Die rotviolette Liésung gibt mit Zinkacetatlésung sofortigen Farb- 
umschlag nach Dunkelblau und zeigt starke Rotfluorescenz. 

Spektrum der rotvioletten Fraktion in Ather: 


I. Schatten bei 657 (iuBerst sehwach); II. 591—504; End-Abs. 432. 
548 


Reihenfolge der Intensititen: I, I. 
Das Spektrum ist diuBerst versechwommen, Bande II ist sehr intensiv. 


Spektrum des Zinkkomplexsalzes in Ather: 


I. 658. - 634602; II. 581—560 (sehr schwach und verschwommen); 
End-Abs. 429, 570 


Reihenfolge der Intensititen: I, I. 


Das Spektrum ist gegen das der hellroten Fraktion nach Rot ver- 
schoben. Zugabe von alkoholischer Jodlésung bewirkt keine Verdnderung. 
Spektrum der 8- und 10°/,igen Fraktion in Ather: 


I. 548—522; IL. 507—485; End-Abs. 425. 


536 496 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Die Banden sind unscharf und haben gleiche Intensitit. Nach Zugabe 
von Zinkacetat erfolgt sofortiger Farbumschlag nach Blaugriin. Das Zink- 
komplexsalz zeigt starke Rotfluorescenz und hat folgendes Spektrum: 

I. 630—604; Il. 573—558; End-Abs. 421. 


617 565 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 


Gegen das Spektrum der 8- und 10°/,igen Fraktion aus dem Restiither 
des Diacetyl-himatoglaukobilin-dimethylesters ist es nach Blau verschoben. 


Einwirkung von Hydrazin-Sauerstoff auf Diacetyl-hamatoglau- 
kobilin-dimethylester. 5 mg Diacetyl-himatoglaukobilin -dimethylester 
werden in einem Gemisch von 2cem Pyridin und 5cem destilliertem Wasser 
gelost. Dann wird unter Zusatz von 2 'Tropfen Hydrazinhydrat 30 Minuten 
ein Sauerstoffstrom bei 60° durchge’-itet. Die Lésung firbt sich bereits 
bei Zugabe von Hydrazinhydrat griin. Bei der Aufarbeitung tiber Ather 
konnte jedoch nur unveriindertes Ausgangsmaterial neben zerstérter Substanz 
isoliert werden, dessen Identifizierung durch den Spektralbefund der Fluor- 


escenzprobe erfolgte. Rotviolette Farbstoffe waren nicht entstanden. Das — 


Zinkkomplexsalz verhielt sich ebenfalls negativ. 


Hamatoglaukobilin-dimethylester aus Diacetyl-himatoglaukobi- 
lin-dimethylester. 500 mg chromatographisch gereinigter Acetyl-himato- 
glaukobilin-dimethylestet werden in einem Gemisch von 25 cem Dioxan und 
50 cem Methanol gelést und zu einer heiBen im Stickstoffstrom bereiteten 
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"4 Eberhard Stier, 


Lésung von 1,5 g Natrium in 125 ccm Methanol gegeben. Nach 1 stiindigem 
Erwirmen bei 65—70° kiihlt man auf Zimmertemperatur ab, siuert unter 
‘Stickstoff mit 2°/,iger Salzsiure an und iiberfiihrt den Farbstoff durch sehr 
vorsichtiges Neutralisieren mit stark verdiinntem Ammoniak in 2 Liter Ather. 
Die blaugriine wiBrige Schicht wird in mehreren Anteilen mit 1 Liter Ather 
ausgeschiittelt und dieser mit der Hauptmenge vereinigt. Die neutral ge- 
waschene Atherlésung wird mit Diazomethan verestert. Mit 1°/,iger Salz- 
siure wird der Himatoglaukobilinester entzogen, bis die Salzsiureausziige 
sehr hellblau gefirbt sind. Nach Uberfiihren in 2,5 Liter Ather und Neutral- 
waschen wird eingeengt, der Ather durch hei®es Aceton verdringt und die 
Lésung an Aluminiumoxyd adsorbiert. Mit Aceton-Ather (1:3) wird der 
Farbstoff unter Zuriicklassung eines nur geringen Restes in zusammen- 
hingender Siule eluiert. Sobald das abtropfende Lésungsmittel violett- 
stichig wird, beendet man die Reinigung und gieBt in 1 Liter Ather. Das Aceton 
wird ausgewaschen und der Ather bis zur Lackkonsistenz eingeengt. Dann 
wird mit 100 cem Petrolither versetzt und 2 Tage stehen gelassen. Der 
Niederschlag wird abfiltriert und mit Petrolither gewaschen. Ausbeute: 
220 mg. Zur Analyse wird aus Ather extrahiert. Nach Umkrystallisieren 
aus Aceton-Methanol lé8t man 2 Tage zur Krystallisation stehen und filtriert 
ab. Die Krystalle werden mit wenig reinstem Petrolither gewaschen. Schlecht 
ausgebildete, rechteckige, teilweise einseitig zugespitzte Stébchen von dunkel- 
blau durchscheinender Farbe und schwarzblauem Oberflichenglanz. Schmelz- 
punkt 225° nach Sintern bei 180—195°. 


3,882 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 9,344 mg CO,, 2,254 mg H,O. 
— 4,008 mg Subst.: 0,304 cem Ny (22°, 726 mm). — 4,208, 3,972 mg Subst.: 
1,116, 1,096 cem n/50-KSCN. — 4,582, 4,452, 3,422 mg Subst.: 6,51, 6,31, 
4,78 cem n/50-Thiosulfat. 


I. = Himatoglaukobilin-dimethylester, 
II. = a-Oxy-mesoglaukobilin-dimethylester, 
Il. = If + CH,OH. 


I. CysHysO,N, (646,72) 
Ber. C 65,00 H655 N866 019,79 OCH, 9,60 

Il. C,;H,.0,N, (630,72) 
Ber. C 66,65 H6,71 N888 017,76 OCH, 9,84 

IIL (662,76) 
Ber. C 65,09 H6,99 N845 019,31 OCH, 14,05 
Gef. ,, 65,65 ,, 649 ,,838 ,, 18,92%) » 16,45 
18,90, 18,89 17,12. 


Das Spektrum der Fluorescenzprobe ist mit dem des Ausgangsmaterials 
identisch. Am besten stimmen die Analysen auf Kérper II mit 1 Mol 
Krystallmethylalkohol. Insbesondere wiirden sich so die hohen Methoxyl- 
werte erkliren. Zur Analyse war bei 40° getrocknet worden; eine hdhere 
Trocknungstemperatur wurde wegen der Gefahr der Bildung von Vinyl- 
gruppen vermieden. 


Pyrroglaukobilin-methylester. 1 g Pyrrohimin wird in einem Ge- 
misch von 100 cem Pyridin und 250 ecm Wasser hei8 gelést. Dann wird 


*) Vgl. Anmerkung §. 70. 
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mit einer Lésung von 1,3 g Hydrazinsulfat in 32 ccm 0,5 n-Natronlauge ver- 
setzt und 5 Minuten ein Sauerstoffstrom bei 55° eingeblasen. Die griine 
Lésung wird wie iiblich aufgearbeitet und 20 Minuten mit methanolischem 
Chlorwasserstoff gekocht. Nach Ubertiihren in 2 Liter Ather wird der 
Pyrroglaukobilinester mit 1°/,iger Salzsiure entzogen und in frischen Ather 
iibergefiihrt. Die bis zur Lackkonsistenz eingeengte Atherlésung wird mit 
50 cem Petrolither versetzt. Nach 2tigigem Stehen wird abfiltriert. Aus- 
beute 15—20 mg amorphe Substanz. Zur Reinigung wird die Acetonlésung 
an Aluminiumoxyd adsorbiert und mit Aceton-Ather (1:3) entwickelt. Nach 
Einengen wird mit Petroliither gefillt. Der Niederschlag wird zur Ent- 
fernung rotvioletter Farbstoffe mit viel Petrolither gewaschen. Zur Analyse 
wird aus Aceton-Methanol umkrystallisiert. Der abfiltrierte Niederschlag 
wird mit reinstem Petrolither gewaschen. Hellblau durchscheinende, recht- 
eckige und quadratische Krystallplatten vom Schmelzp. 305° nach Sintern 
bei 227°. Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat ist mit 
dem des Glaukobilin [Xo und dem des Deuteroglaukobilins identisch. 


2,522 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 6,474 mg CO,, 1,606 mg H,O. 
— 3,627 mg Subst.: 0,341 ecm N, (24°, 729 mm) © 


C,,H,0,N, (528,63) Ber. C7043 H687 N 10,60 
Gef. ,, 70,01 ,, 7,12 ,, 10,87. 


Spektrum des Pyrro-pyridin-verdoparahimatins in Chloroform-Pyridin: 
I. 667—635; II. 531—522; ID. 500—485 (unscharf); End-Abs. 464. 


651 526 492 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, III. 


Phylloglaukobilinmethylester. 1 g Phyllohimin wird in einem Ge- 
misch yon 125 ccm Pyridin und 250 cem destilliertem Wasser gelést. 
Dann versetzt man mit 2,6 g Hydrazinsulfat in 64 cem 0,5n-Natronlauge 
und leitet bei 55° Sauerstoff ein. Erst nach 10 Minuten ist die Lésung 
schmutziggriin bis griinbraun gefirbt. Nach Zugabe von Eis filtriert man 
und schiittelt mit Ather aus. Die Pyridin-Wasser-Lésung wird mit Chloro- 
form ausgeschiittelt, das den Farbstoff aufnimmt. Die Chloroformlésung ist 
griin. Nach Filtrieren iiber Chlcrealcium wird das Chloroform im Vakuum 
bei 40° zur Trockne eingeengt und 20 Minuten mit methanolischem Chlor- 
wasserstoff gekocht. Dann iiberfiihrt man in 2 Liter Ather. Der neutral 
gewaschene Ather enthiilt rotviolette Farbstoffe. Mit 1- und 1,5°/,iger Salz- 
siure wird der Phylloglaukobilinester entzogen. Nach Einengen bis zur 
Lackkonsistenz wird mit 50 cem Petrolither versetzt und 2 Tage stehen 
gelassen. Die Ausbeute an Gallenfarbstoff ist minimal. Krystallisation 
konnte trotz chromatographischer Reinigung bisher nicht erzielt werden. 
Das Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod—Zinkacetat in neutralem Ather 
ist mit dem des Pyrroglaukobilinesters identisch. 
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Uber die Ganglioside, 
eine neue Gruppe von zuckerhaltigen Gehirnlipoiden 
Von 


E. Klenk 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Koln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1942) 


Die vor kurzem von mir!) als Spaltprodukt einer Lipoid- 
fraktion des Gehirns aufgefundene Neuraminsaure zeigt in zweierlei 
Hinsicht ein bemerkenswertes Verhalten. Sie gibt einerseits die 
Orcinreaktion mit roter Farbe und andererseits wird sie beim 
Erhitzen mit verdiinnter Salz- oder Schwefelsiure unter Abschei- 
dung von schwarzen Huminsubstanzen leicht zersetzt. Im folgenden 
berichte ich itiber die von mir durchgefiihrten Versuche zur Iso- 
lierung und niheren Charakterisierung der durch dieses Verhalten 
gekennzeichneten, neuraminsdurehaltigen Lipoide. Da sie im 
Zentralnervensystem vorwiegend oder sogar ausschlieflich in den 
Ganglienzellen lokalisiert sind [K. Klenk und H. Langerb eins”)], 
schlage ich mit Riicksicht auf ihre Glykosidnatur fiir sie den 
Namen Ganglioside vor. 


Die ersten, unveréffentlicht gebliebenen Beobachtungen iiber Lipoide 
dieser Art gehen auf H. Thierfelder zuriick. Er hatte bereits im AnschluB 
an seine Cerebronarbeiten Lipoidfraktionen in die Hiinde bekommen, welche 
das fiir die neuraminsiurehaltigen Lipoide charakteristische Verhalten zeigten. 
Uber das Vorkommen dbnlicher Substanzen in der Rindermilz und anderen 
Organen haben dann E. Walz’) aus Thierfelders Laboratorium und an- 
schlieBend auch P. A. Levene und K. Landsteiner*) berichtet. Im Jahre 
1935 wurde von mir®) bei einem Fall von Niemann-Pickscher Krankheit 
im Gehirn ein Lipoid mit denselben Eigenschaften (Substanz X) angetroffen, 
und kurz darauf*) wurde gezeigt, daB es bei der infantilen amaurotischen 
Idiotie (Typ Tay-Sachs) in so groBen Mengen angereichert ist, daB es den 
Hauptteil der Protagonfraktion ausmacht. Seitdem sind im hiesigen Institut 
Versuche im Gange, die fiir eine genauere Untersuchung ausreichenden 


1) Diese Z. 268, 50 (1941). *) Diese Z. 270, 185 (1941). 

3) Diese Z. 166, 210 (1927). *) J. of Biol. Chem. 75, 607 (1927). 

5) Diese Z. 235, 24 (1935). 

*) Vortrag auf der 14. Tagung der Deutschen Physiologischen Gesell- 
schaft, GieBen, vom 31. VIII. bis 2. IX. 1936 [Ber. Physiol. 96, 659 (1937)]; 
Diese Z. 262, 128 (1939); 267, 128 (1940). 
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Mengen des neuen Lipoids aus Normalgehirn darzustellen. Inzwischen hat 
sich auch G. Blix’) mit dieser Substanz und dem Problem ihrer Rein- 


darstellung aus Gehirn beschaftigt. In all den bisher gewonnenen Priipa- 
raten hat es sich um wenig charakterisierte Lipoidgemische von mehr oder 


weniger komplexer Natur gehandelt. 

Die Ganglioside sind ebenso wie die Cerebroside und Sphingo- 
myeline Bestandteile der Protagonfraktion des Gehirns. Ihre Ab- 
trennung von diesen andern, in viel gréBeren Mengen vorhandenen 
Lipoiden ist, wie auch aus der Untersuchung von G. Blix hervor- 
geht, keine leichte Aufgabe. Vor allem die letzten Reste dieser 
Verunreinigungen werden von den Priparaten hartnickig fest- 
gehalten. SchlieBlich war es aber doch méglich, ein Verfahren aus- 
zuarbeiten, durch welches die Aufgabe in befriedigender Weise ge- 
lost wird. Die gewonnene phosphorfreie Substanz von ausgesprochen 
sauren Higenschaften hat einen doppelt so hohen Zuckergehalt 
wie die Cerebroside. Sie ist in Wasser klar léslich, Es handelt 
sich allerdings um eine nicht dialysierbare, kolloidale Liésung. 

Alles spricht dafiir, daB die Ganglioside hier in so weit ge- 
reinigter Form vorliegen, daB ein gewisser Kinblick in die chemi- 
sche Natur dieser Substanzen gewonnen werden kann. Auf Grund 
der Spaltungsergebnisse sind an ihrem Aufbau 4 verschiedenartige 
Bausteine beteiligt: 1. Fettsiuren (20°/,), 2. Sphingosin oder eine 
sphingosinaéhnliche Base (13 °/,), 3. Neuraminsiure (21°/,), und 
4. Zucker (40—43°/,). Das Fettsiuregemisch besteht tiberwiegend 
aus Stearinsiure, der Zucker im wesentlichen aus Galaktose. 
Jedock sind auch kleine Mengen Glucose nachgewiesen. Wenn 
man beriicksichtigt, daB nur die Fettsiuren, die Neuraminsiure 
und der Zucker, nicht dagegen das Sphingosin, einigermaBen 
quantitativ zu erfassen sind, so kann mit einiger Wahrscheinlich- 
keit angenommen werden, daB das isolierte Gangliosidpriparat 
vorwiegend aus einer Substanz besteht, deren Zusammensetzung 


sich aus folgender Gleichung ergibt: 
C, gH C,sHs,NO, + 3 C,H, 20, 5H,O 
Stearin- Sphingosin Neuramin- Galaktose Gangliosid 

siure sdure 


7) Skand. Arch. Physiol. 80, 46. (1938). 
*) Die seinerzeit') isolierte Substanz C,,H,,NO, enthalt, wie sich in- 


zwischen herausgestellt hat, eine Methoxylgruppe. Es ist anzunehmen, daf 
das Methoxyl nachtriiglich bei der Spaltung des Lipoids mit methylalkoho- 
lischer Salzsiiure eingetreten ist, so daB sich fiir das eigentliche Spaltprodukt 
die obige Formel C,,H,,.NO, ergibt. Dieses Spaltprodukt dirfte wohl eine 
reaktionsfihige Carbonylgruppe enthalten, wodurch es wie die einfachen 


Zucker zur Glykosidbildung befihigt wird. 
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78 E. Klenk, 


Kine villig einheitliche Substanz von dieser Zusammensetzung 
hat allerdings nicht vorgelegen, wie aus den etwas abweichenden 
Werten der Elementaranalysen und auch aus der genaueren Unter- 
suchung der Spaltprodukte hervorgeht. Man hat es vielmehr, wie 
iiberall auf dem Gebiet der Organlipoide, offenbar mit einem Ge- 
misch von Substanzen derselben Art zu tun, in welchen nicht nur 
die Natur der Fettsiure, sondern auch die Natur des Zuckers 
wechseln kann. Der im Vergleich zum theoretischen Wert etwas 
zu hoch gefundene Stickstoffgehalt simtlicher Gangliosidpriparate 
bedarf noch einer weiteren Aufklarung. 

Die Ganglioside diirften demnach — was hier mit allem Vor- 
behalt noch erwihnt sei — in ihrer chemischen Konstitution 
sowohl den Cerebrosiden wie auch den Sphingomyelinen nahe- 
stehen. Die Neuraminsiiure und die 3 Zuckermolekiile kénnten 
unter sich und mit den Hydroxylgruppen des Sphingosins glykosid- 
artig verbunden sein. 


Darstellung der Ganglioside 


Als Ausgangsmaterial diente das schon friher') beschriebene 
Rohprodukt, das seinerzeit auch als Ausgangsmaterial fir die 
Isolierung der Neuraminsaiure verwendet worden ist. 


Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Preg|s Mikrokjeldahlmethode 
ausgefiihrt. — Zur P-Bestimmung wurden die Substanzen mit 0,05 g Soda— 
Salpetergemisch im Platinschiffchen verascht, der Riickstand in 0,5 cem 2/n- 
Schwefelsiure gelést und eventuell gebildetes Pyrophosphat dureh Kochen 
zerstért. Die Lésung spiilte man je nach P-Gehalt in ein 10- oder 100 cem- 
MeBkélbechen iiber und bestimmte den Phosphor photometrisch nach 
Urbach*). — Zuckerbestimmung nach H. Loening und H. Thierfelder®) 
oder in der Mikroausfiihrung vgl. E. Klenk"). — Zur Neuraminsiiure- 
bestimmung wurden in der Regel 1—3 mg der Substanz in 5 cem Wasser 
gelést und mit 0,25 oder 0,5cem davon die Bestimmung nach E. Klenk 
und H. Langerbeins’) durchgefiihrt. 


17,44 (19,33) mg Subst.: 2,85 (3,10) eem n/100-HCl. — 1,068 mg Subst.: 
D = 38 (im 10cem MeBkélbchen), entsprechend 0,0063 mg P (nach Abzug 
des Leerwerts). — 59,2 mg Subst.: 3,00cem KMnQ, (1ccm KMn0O, entsprach 
10,00 mg Cu). — 0,164mg Subst.: D = 44, entsprechend 19,2 7 Neuraminsiure, 


Gef. N 2,29 (2,35) P 0,59 Galaktose 26,5 Neuraminsdure 11,7. 


In diesem Rohprodukt sind die Ganglioside entsprechend 
ihrer ausgesprochen sauren Eigenschaften noch vorwiegend als 


8) Biochem. Z. 239, 28, 182 (1931); 268, 457 (1934). 
*) Diese Z. 77, 202 (1912). 
) Diese Z. 267, 142, Anm.***) (1940). 
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Alkalisalze vorhanden. Sie lassen sich daraus mit groBem Vorteil 


auf dem Umweg iiber die Bleisalze in Freiheit setzen. 
Zu diesem Zweck wird die Substanz in dem 15 fachen Volumen 


heiBen Wassers gelést, mit dem 7—8fachen Volumen basischen. 


Bleiacetats versetzt und sodann das Bleisalz mit dem 70 fachen 


Volumen heiBen Methylalkohols gefallt. Nach dem Abkihlen auf 


Zimmertemperatur saugt man den Niederschlag ab. Das so ge- 
wonnene Bleisalz wird sodann in dem 25 fachen Volumen Methyl- 
alkohol—Benzolgemisch (1:1 Vol.-T.) fein suspendiert und durch 
mehrstiindiges Einleiten von Schwefelwasserstoff in der Siedehitze 


(RiickfluBkiihler) zerlegt. Nach Abfiltrieren des in sehr feiner Form. 


ausfallenden Bleisulfids durch ein dickes Papierfilter wird dieses 
zur Vervollstindigung der Zerlegung wieder in einem Methy]l- 
alkohol—Benzolgemisch fein suspendiert und wie oben mit Schwefel- 
wasserstoff nachbehandelt. Aus den vereinigten und im Vakuum 
stark eingeengten Filtraten gewinnt man die praktisch aschefreie 
und rein weife Substanz durch Fallung mit Aceton in einer Aus-. 


beute von 85—90°/, des Ausgangsprodukts. 


Die Substanz ist jetzt immer noch mit betrichtlichen Mengen 


Cerebrosiden und Phosphatiden verunreinigt. Die Hauptmenge 
der Cerebroside entfernt man durch 15—2O0stiindige Extraktion. 


mit heiBem Essigester oder 95°/,igem Aceton im Soxhletapparat. 
Dabei gehen die etwas leichter léslichen Cerebroside in Lésung. 
Die Extraktion wird von Zeit zu Zeit unterbrochen, das Liésungs- 
mittel gewechselt und der etwas zusammenbackende Hiilseninhalt 
in der Reibschale zerrieben. 


In einem der Ansiitze wurden aus 9,3 g Substanz durch Acetonextraktion 
in den ersten 10 Stunden 2,5 g einer Cerebrosidfraktion mit dem Neuramin- 
siuregehalt von 6°/, erhalten (0,373 mg Subst.: D = 39, entsprechend 
22,0 y Neuraminsiure). Durch weitere 10stiindige Extraktion wurden noch 
0,6 g mit dem Neuraminsiuregehalt von 10°, gewonnen (0,408 mg Subst.: 
D = 19, entsprechend 39,5 y Neurarinséure). Es werden hierbei also auch. 
nicht unbetrichtliche Mengen Ganglioside mitextrahiert. 


Die véllige Entfernung der Phosphatide begegnete zunichst 
erheblichen Schwierigkeiten. Nach vielen unbefriedigend ver- 
laufenen Versuchen fiihrte die Adsorption an Al,O, in Pyridin- 
lésung zum Ziel. Wie sich herausgestellt hat, eignet sich die 
Methode auch zur Darstellung von véllig phosphatidfreien Cere- 


brosiden. Mit anderen Lésungsmitteln als Pyridin bleibt der. 


Erfolg aus. Man list zu diesem Zweck die noch phosphatidhaltige 


Substanz [8,525 mg Subst.: D = 14,5 (am 10 com MeB8kélbchen),. 


entsprechend 0,0142 mg P (nach Abzug des Leerwerts). Gef. P 0,4°/,] 
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in dem 6fachen Volumen heifen Pyridins. Der beim Abkiihlen 
auf Zimmertemperatur ausfallende Niederschlag wird nochmals 
aus Pyridin umkrystallisiert. Die vereinigten Filtrate gieBt man 
sodann durch ein mit der doppelten Menge Al,O, (standardisiert 
nach Brockmann) beschicktes Rohr (Schichtdicke von 10—15 cm) 
hindurch, wascht mit Pyridin nach und fallt die Substanz aus 
der im Vakuum stark eingeengten Liésung mit viel Aceton aus. 
Ausbeute 8.8 g P-freie Substanz aus 12,0 g des im Soxhletapparat 
extrahierten Produkts. 


3,800 mg Subst.: D=81 (im 10 cem Me8kélbchen), entsprechend 
0,0007 mg P (nach Abzug des Leerwertes). Die photometrierte Lésung war 
vollig farblos. — 0,161 mg Subst.: D = 31, entsprechend 27,5 y Neuraminsaure. 


Gef. P 0,02°,; Neuraminsiure 17,1°/,. 


Die Menge der aus Pyridin auskrystallisierten Phosphatidfraktion be- 
trug 1,15 g. 

3,75 mg Subst.: D = 23,1 (im 100 cem MeBkolben), entsprechend 
0,102 mg P (nach Abzug des Leerwerts). 

Gef.: P37"), . 

Aus dem Al,O, wurde durch HeiBextraktion mit Methylalkohol-Benzol 
(1:1 Vol.-T.) im Soxhletapparat 1,21 g einer zweiten Phosphatidfraktion 
gewonnen. 

2,68 mg Subst.: D = 58 (im 100 eem MeBkolben), entsprechend 0,031 mg P 
(nach Abzug des Leerwerts). — 0,440 mg Subst.: D = 25,0 entsprechend 
32,5 y Neuraminsdure. 

oe. Neuraminsiure 7,4°,. 

Zur weiteren Reinigung wird das P-freie Material in dem 
15fachen Volumen Eisessig hei8® gelést. Man laBt tiber Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen. Der hierbei entstehende Nieder- 


schlag wird abgesaugt. 


Der in einer Menge von 30°/, des P-freien Produkts gewonnene Nieder- 
schlag besteht wohl aus einem Gemisch von Cerebrosiden und Gangliosiden. 
0.294 mg Subst.: D = 35, entsprechend 24,5 y Neuraminsiiure. 


Gef. Neuraminsiiure 8,3°/, . 


Aus der im Vakuum stark eingeengten Nisessiglésung gewinnt 
man die Ganglioside durch Fallung mit Aceton zuriick. SchlieB- 
lich wird die Substanz noch in méglichst wenig Chloroform—Alkohol 
gelést und nach Verdiinnung mit dem mehrfachen Volumen heiBen 
Alkohols das Chloroform bei schwach vermindertem Druck miglichst 
volistandig abdestilliert. Beim Abkiihlen auf 0° scheidet sich die 
wieder schwach gelb gefarbte Substanz nahezu vollstiindig ab. 
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Ganglioside, eine neue Gruppe von zuckerhaltigen Gehirnlipoiden 81] 


Ausbeute: 60—70°/, des in den Versuch eingefiihrten P-freien 


Materials. 
Zur Analyse wurde die Substanz bei 70° im Hochvakuum getrocknet. 
4,597 mg Subst.: 9,525 mg CO,, 3,560 mg H,O und 0,018 mg Riickstand. — 
9,56 (8,99) mg Subst.: 1,85 (1,77) cem n/100 HCl. — 1,377 (1,535) mg Subst.: 
4,20 (4,54) eem n/200-KJO,, entsprechend 0,592 (0,648) mg Galaktose. — 
0,104 mg Subst.: D = 39, entsprechend 22,0 7 Neuraminsiiure. 


9 
/) Galak- °/, Neur- 


(1331) Ber. 57,71 8,93 2,10 40,6 23,4 
Gef. 56,7 87 2,71;2,76 42,8:42.2 211. 

Kin voéllig farbloses und aschefreies Produkt erhalt man durch 
nochmalige Reinigung iiber das Bleisalz. Aus 0,59 g wurden 
auf diese Weise 0,44 g des wie oben aus Alkohol umkrystallisierten 
Produkts zuriickerhalten. 

Zur Analyse wurde die Substanz wie oben getrocknet. 

4,547 mg Subst.: 9,525 mg CO, und 3,470 mg H,O. — 6,74 (11,13) mg 
Subst.: 1,27 (2,11) cem n/100-HCl. — 1,592 (1,185) mg Subst.: 4,82 (3,70) eem 
n/200-KJO,, entsprechend 0,693 (0,514) mg Galaktose. — 0,115 mg Subst.: 
D = 35, entsprechend 24,5 y Neuraminsiure. 


Gef. 57,1 8,5 2,64; 2,66 43,5; 43,4 21,3 


Die im Exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknete Substanz 
ergibt beim weiteren T'rocknen im Hochvakuum bei 70° noch 
einen Gewichtsverlust von 6-—-8°/,. 

4,996 bzw. 4,860 mg Subst. (2 verschiedene Priparate): 0,399 bzw. 
0,313 mg Gewichtsverlust. 

Gef. Gewichtsverlust 7,99 bzw. 6,44°/,. 


Die Substanz ist praktisch unldslich in Ather, Aceton und 
Essigester, schwer lislich in Athylalkohol, etwas leichter léslich 
in Methylalkohol, leicht loslich dagegen in Gemischen von Benzol— 
Alkohol oder Chloroform—Alkohol, ebenso in Pyridin und Eisessig. 
Aus heiBem Athylalkohol krystallisiert sie in kleinen Sphirolythen, 
die im polarisierten Licht das woblausgebildete Balkenkreuz zeigen. 
Zersetzungspunkt etwa 205°, ohne vorher zu'schmelzen. Besonders 
hervorzuheben ist die Wasserlislichkeit. 10°/,ige Lésungen sind 
noch véllig klar und leicht fliissig. Ein Dialysierversuch verlief 
negativ. Nach 24 Stunden war noch keine orcinpositive Substanz 
in der Aubenflissigkeit nachzuweisen. Die wifrige Lésung reagiert 


*) Gesamtzucker ber. als Galaktose. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 273 6 
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gegen Lackmus ausgesprochen sauer. Bei der Titration einer 
heiBen wiBrigen Lisung mit Phenolphthalein als Indicator verhilt 
sich die Substanz annahernd wie eine einbasische Siiure, jedoch 
ist der Farbumschlag sehr unscharf. 
0,0903 bzw. 0,0822 g Subst. (2 verschiedene Priparate) in 2 ecm H,O 
gelést: 3,71 bzw. 2,72 cem n/50-NaOH. 
Aquiv. Gew. Gef. 1216 bzw. 1510. 


Die saure Reaktion dirfte wohl auf das Vorhandensein einer 
freien Carboxylgruppe der Neuraminsiure zuriickzufiihren sein. 
Fehlingsche Lésung wird nicht reduziert. Die Substanz enthilt 
keine freien NH,-Gruppen, wie die Bestimmung nach van Slyke 
ergab. Sie zeigt in Pyridinlésung nur eine sehr schwache Links- 


drehung. 
0,1076 g Subst. in 2 cem Pyridin gelést. Drehung im 1 dm Rohr bei 20°. 
a =—0,15°; =— 2,79°. 


Die Spaltprodukte 


Fettsauren. a) Aus dem Rohprodukt. Zur niiheren Untersuchung 
standen 14,1 g Fettsiuremethylester zur Verfiigung, die im AnschluB an die 
Darstellung der Neuraminsiiure') aus dem als Ausgangsmaterial dienenden 
Rohprodukt der Ganglioside gewonnen worden waren. Sie wurden in dem 
Apparat von E. Klenk und K. Schuwirth?!) im Vakuum fraktioniert 


destilliert. 
Das Vakuum schwankte wiihrend der Destillation zwischen 0,1 und 


0,05 mm Hg. 


Methylester Freie Siuren 
Siede- | Schmelz-| Jod- | Sehmelz-! Aquiv.-| Schmelz- Aquiv.- 
punkt punkt  zahl | punkt Gew. punkt Gew. 
1] 140 067 29 | 660! 
139 0,97 38,5 | 0 69,5 281 
137 1,26 | 385 | O 70 283 C,5H550, 
130 092 | 39 | O 70 284 69,5 | 284,3 
127 0,75 | 39 | O 70,5 | 283 | 
7] 142 | 138 | 44) 467 63 315 C,,H,,0, 
s.| 164 | 101 | 52*) | 106 75*) | 356 84,5 | 3684 
164 53") 12,3] 82%) 368 
165 | 1,47 54*) | 148] 87%) | 371 C,,H,,0, 
11. 1,34 54*) 17,0] 92%) | 382 100,5 | 384.4 


*) unseharf. 


1!) Diese Z. 167, 260 (1941). 
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1. 46,9 mg Subst.: 1,735 cem n/10-alkohol. NaOH. — 2. 49,8 mg Subst.: 
1,776 cem n/10-NaOH. — 3. 49,9mg Subst.: 1,761 eem n/10-NaOH.— 4. 48,6mg 
Subst.: 1,715 cem n/10-NaOH. — 5. 49,6 mg Subst.: 1,755 cem n/10-NaOH. 
— 6. 49,0 mg Subst.: 1,740 cem n/10-NaOH. — 7. 30,2 mg Subst.: 0,11 cem 
n/10-Bromlésung. 53,9 mg Subst.: 1,715 eem n/10-NaOH. — 8. 37,2 mg Subst.: 
0,31 eem n/10-Bromlésung. 54,4 mg Subst.: 1,549 eem n/10- NaOH. — 
9. 40,3 mg Subst.: 0,39 ecem n/10-Bromlésung. 57,4 mg Subst.: 1,56 ecm 
n/10-NaOH. — 10. 30,8 mg Subst.: 0,36 cem n/10-Bromlésung. 56,5 mg Subst.: 
1,524 cem n/10-NaOH. — 11. 38,0 mg Subst.: 0,51 cem n/10-Bromlésung. 
56,4 mg Subst.: 1,477 cem n/10-NaOH. Die Fraktionen 1—6 addierten kein 
Brom. 

Die Fr. 11 wurde durch Destillation des im Fraktionierapparat ver- 
bliebenen Riickstands im Claisenkélbchen gewonnen. Destillationsriick- 
stand: 1,9 g. 

Die Fraktionen 2—5 wurden vereinigt und aus Aceton umkrystallisiert 
2,96 g. Glinzende Blittchen. Schmelzp. 70° Aquiv.-Gew. Gef. 284. 
(47,2 mg Subst.: 1,663 cem n/10-alkohol. NaOH). 

Eine Mischprobe mit Stearinsiéure (Merck, puriss.) vom Schmelzp. 68,5 ° 
ergab keine Schmelzpunktsdepression. Es lag also reine Stearinsiure vor. 

Aus Fraktion 7 lief sich durch fraktionierte Fillung mit Lithiumacetat 
aus methylalkoholischer Lésung keine Cerebronsiure abtrennen. Die Siure 
wurde wieder in den Methylester tberfiihrt und dieser wiederholt aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Glainzende Blittchen. Schmelzp. 51° Daraus 
wurde wieder die freie Siiure dargestellt und diese aus Aceton umkrystalli- 
siert. 0,18 g. Schmelzp. 73°. Aquiv.-Gew. gef. 344 (49,3 mg Subst.: 1,43 ecm 
n/10-alkohol. NaOH). In der Fraktion 7 lag demnach wabhrscheinlich ein Ge- 
misch von Stearinsiiure mit hdheren Homologen (C,,), C,. und C,, Séuren) vor. 

Aus den vereinigten Fraktionen 9—11] lieBen sich durch fraktionierte 
Fallung mit Lithiumacetat aus siedend heiBer methylalkoholischer Lésung 
eine Cerebronsiurefraktion (1,'5 g; Schmelzp. 99—100°) und eine Lignocerin- 
siurefraktion (1,16 g; Schmelzp. 73—79° vom Aquiv.-Gew. 375 (54,4 mg 
Subst.: 1,452 eem n/10-alkohol. NaOH) abtrennen. Die Lignocerinsiurefrak- 
tion wurde in den Methylester tibergefiihrt und dieser wiederholt aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 58° Glinzende Blittchen. Die daraus 
wieder gewonnene und aus Aceton umkrystallisierte freie Siure (0,40 g) 
schmolz bei 80° und hatte das Aquiv.-Gew. 372 (52,0 mg Subst.: 1,397 eem 
n/10-alkohol. NaOH). Demnach diirften die Fraktionen 9—11 im wesent- 
lichen aus Cerebronsiure und Lignocerinséure bestanden haben. 


b) Aus dem gereinigten Produkt. 1,00 g (entsprechend 
0,92 ¢ des bei 70° voéllig getrockneten Produkts) des nicht aus 
Alkohol umkrystallisierten, gereinigten Gangliosidpraiparats wurden 
mit 50 ccm 10°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure durch 
31/, stiindiges Kochen unter RiickfluB gespalten. Beim Stehen 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur fiel kein Niederschlag aus. 
Cerebronsiiure und Lignocerinsiure waren demnach nicht vor- 
handen. Die etwas gelb gefarbte Lésung wurde mit Petrolither 
ausgeschiittelt. Aus dem Petrolither erhielt man durch Abdampfen 
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des Lésungsmittels 0,18 g Fettsiuremethylester oder 88°/, der 
Theorie. Die daraus gewonnene freie Siéure (0,14 g) schmolz bei 
64—65°, die aus Aceton umkrystallisierte Substanz unverandert 
ebenfalls bei 64—65°. 

34,9 mg Subst.: 1,207 cem n/10-alkohol. NaOH. — 7,4 mg Subst.: 
0,02 cem n/10-Bromlésung. — 31,7 mg Subst. (umkrystallisiert): 1,097 eem 
n 10-alkohol. NaOH. 

Gef. Aquiv.-Gew. 289; (umkryst.) 289 Jodz. 3,0. 


Die Saiure gab in methylalkoholischer Lésung mit einigen 
Tropfen Lithiumacetatlisung in der Siedehitze keinen Niederschlag. 
Auch daraus geht die véllige Abwesenheit von Cerebronsiéure 
hervor. Es muB hier der Hauptsache nach Stearinsiure vor- 
gelegen haben, die schon bei a) als Hauptsiure in reiner Form 
isoliert wurde. Die bei a) auBerdem noch isolierte Cerebronsiure 
und der Hauptteil der Lignocerinsiure stammten offenbar von 
Cerebrosiden und Phosphatiden, welche dem Rohprodukt noch 
beigemengt waren. 

Sphingosin. Die methylalkoholische Schwefelsiure, welche 
unter b) aus 1,00 g des gereinigten Gangliosidpriparats erhalten 
und aus welcher der Fettsaiureester durch Ausschiitteln mit Petrol- 
aither entfernt worden war, wurde mit starker Natronlauge bis 
zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt und das Sphingosin mit 
Ather unter Zugabe von so viel Wasser, daB etwa ausfallende an- 
organische Salze wieder in Lésung gingen, ausgeschiittelt. Die 
gut mit Wasser gewaschene und mit Natriumsulfat getrocknete, 
itherische Lisung hinterlieB beim Abdampfen des Lésungsmittels 
0,21 g Riickstand. Er wurde in heiBem Aceton gelist. Beim 
Abkiihlen der Lisung auf 0° fiel ein geringer Niederschlag (0,02 g) 
aus, der abfiltriert wurde. Aus der Acetonlésung fillte man die 
Base mit verdiinnter alkoholischer Schwefelsiure (unter Vermei- 
dung eines Uberschusses) als Sulfat aus. Rein weiBe Substanz 
von den Eigenschaften des aus den Cerebrosiden auf demselben 
Wege gewonnenen Sphingosinsulfats. Ausbeute 0,13 g oder 54°), 
der Theorie. 

4,36 (3,88) mg Subst.: 1,18 (1,03) cem n/100-HCI. 

Ber. N 4,02 Gef. N 3,88 (3,72). 


Zucker. Zur Identifizierung des Zuckers wurden 0,70 g des 
nicht aus Alkohol umkrystallisierten, gereinigten Gangliosidprii- 
parats mit 14ccm 10° ,iger Salzsiure durch stiindiges Erhitzen 
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im siedenden Wasserbad gespalten. Schon in der ersten Minute 
triibte sich die Liésung unter Abscheidung eines weiBen volumi- 
nosen Niederschlags, dann erst trat Braunfairbung unter Abschei- 
dung von schwarzen Huminsubstanzen auf. Nach dem Abkihlen 
wurde durch ein gehirtetes Filter filtriert, der Niederschlag mit 
1°/,iger Salzsiiure ausgewaschen und das Filtrat auf genau 25 ccm 
aufgefiillt. 

Zuckerbestimmung nach Bertrand. 2,5 cem Lésung verbrauchten 
5,08 eem KMnO, (1 eem KMnO, entsprach 9,73 mg Cu), entsprechend 26,28 mg 
ralaktose. Gef. 262,8 mg Galaktose in 25 eem Lésung — nach Somogyi”). 


0,05 cem Lésung verbrauchten 3,70 (3,74) eem n/200-KJO,, entsprechend 
0,517 mg Galaktose (Mittelwert). Gef.: 258,5 mg Galaktose in 25 cem Lésung. 


Nach Entfernung der Chlorionen durch Fallung mit Blei- 
und Silberacetat, der Schwermetalle durch Fiallung mit Schwefel- 
wasserstoff und der Essigsiure durch Extraktion mit Ather im 
Lindeschen Apparat wurde die Lésung im Vakuum bei 40° stark 
eingeengt, mit Tierkohle entfarbt und auf genau 10 ccm auf- 
gefiillt [vg]. dazu E. Klenk und F. Rennkamp"’)}. 


1. Girwert. Im Lohnsteinschen Apparat mit Hefe nach 6 Stunden 
bei 38°. Gef. 0,26°/, Glucose. 


2. Drehwert. Drehung im 2dm-Rohr bei 20°, = + 2,93° 
Daher Zuckergehalt der Lésung: 1,83°/, ber. als Galaktose. 


3. Reduktionswert. 1 ccem der Lésung verbrauchte bei der Zucker- 
bestimmung nach Bertrand 3,70 cem KMnO, (1 com KMnN, entsprach 
9,73 mg Cu). Gef. 19,0 mg Galaktose. 


Daher Zuckergehalt der Lésung: 1,90°/, ber. als Galaktose. 


Die etwas abweichenden Werte von 2. und 3. sind wohl im wesent- 
lichen bedingt durch das Vorhandensein der bei der Girprobe festgestellten 
und weiter unten noch genauer identifizierten kleinen Mengen Glucose, so 
daB sich auf Grund des Drehwerts ein etwas zu niedriger, auf Grund des 
Reduktionswerts dagegen ein etwas zu hoher Zuckergehalt errechnet. 


Der Rest der noch vorhandenen Lésung (etwa 7 cem mit 130 mg 
Zucker) wurde im Vakuum stark eingeengt, mit demselben Volumen Alkohol 
verdiinnt und mit 0,25 g Methylphenylhydrazin versetzt. Nach kurzer Zeit 
begann das Methylphenylhydrazon der Galaktose in Blittchen bzw. breiten 
Nadeln auszukrystallisieren. Nach Stehen iiber Nacht wurde es abgesaugt 
und mit 30°/,igem Alkohol nachgewaschen. 0,13 g. Schmelzp, 189°. Sechmelz- 
punkt des reinen Galaktosemethylphenylhydrazons 191°. Die Hauptmenge 
des Zuckers besteht demnach aus Galaktose. 


2) J. of Biol. Chem. 117, 771 (1937). 
13) Diese Z. 272, 280 (1942). 
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Zur Zerlegung des in Lésung verbliebenen Hydrazons und zur Ent- 
fernung des iiberschiissigen Methylphenylhydrazins wurde das Filtrat nun 
mit 0,3 ¢em Benzaldehyd 5 Stunden auf dem Wasserbad unter Riickflub 
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der Niederschlag abfiltriert und die 
Lésung wiederholt mit Ather ausgeschiittelt. In der mit Tierkohle ent- 
fiirbten, im Vakuum stark eingeengten Lésung (1,4 cem), wurde nun wieder 
im Lohnsteinschen Girapparat die Glucose quantitativ bestimmt. Zum 
Vergleich wurde auBerdem noch der Drehwert und der Reduktionswert 
festgestellt. 

Girwert. Nach 4 Stunden bei 38°. Gef. 1,36°/, Glucose. 


Drehwert. Drehung im 1 dm-Rohr bei 20°, =+ 1,55°. 
Daher Zuckergehalt der Lisung: 1,36°/) Glucose und 1,02°/, Galaktose. 


Reduktionswert. 0,02 (0,02) cem der Lésung verbrauchten bei der 
Zuckerbestimmung nach Somogyi 3,70 (3,73) eem n/200-KJO3. 


Daher Zuckergehalt der Lésung: 1,36°/, Glucose und 0,87°,, Galaktose. 


Diese Befunde beweisen, daB die geringfigige Girung der 
urspriinglichen Zuckerlésung auf das Vorhandensein von kleinen 
Mengen eines leicht vergiirbaren Zuckers zuriickzufiihren ist. 
Nach dem Dreh- und Reduktionswert der zuletzt erhaltenen Lé- 
sung, in welcher dieser vergirbare Zucker stark angereichert ist, 
muf es sich um Glucose handeln. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel unterstiitzt, welche der Reichs- 
forschungsrat und der Verein der Freunde und Férderer der Universitiit 
K6ln zur Verfiigung gestellt haben. 
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EinfluB der Hypophyse auf die Ascorbinsdiure-Synthese 
beim Hunde 
Von 


Johann Mosonyi 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1941) 


Die Hypophyse faBt durch ihre zahlreichen glandotropen 
Hormone das gesamte endokrine System in eine funktionelle Kin- 
heit zusammen. Die glandotropen Hormone des Vorderlappens 
beeinflussen dabei naturgem&éB auch die Hormonbildung der 
untergeordneten Driisen. So kann z. B. nach Hypophysektomie 
d. h. nach Wegfall des thyreotropen Wirkstoffes in der Schild- 
driise eine Abnahme der Thyroxinbildung nachgewiesen werden’). 
Das Vitamin C wird von einer Reihe von Tieren im Organismus 
selbst gebildet und kann daher bei diesen Tieren als Hormon 
betrachtet werden. Der bei denselben unter normalen Verhilt- 
nissen konstante, von der Ernihrung unabhingige Ascorbinsiure- 
gehalt von Nebennieren, Hypophysenvorderlappen usw., ferner die 
sroBe Wichtigkeit der Ascorbinsaure fiir die Stoffwechselvorginge 
der Zellen, und nicht zuletzt jene Wechselbeziehungen, welche 
zwischen dem Vitamin C und anderen Vitaminen bzw. Hormonen 
bestehen, lieBen mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf schlieBen, 
daB die Bildung dieses Wirkstoffes im Organismus der 
hierzu befaihigten Tiere nur durch eine auf die Bildungsstitte 
desselben anregend und regulierend einwirkenden Faktors 
erfolgen kénne. Aus Analogiegriinden lag es nahe anzunehmen, 
daB dieser regulierende EKinfluB, wie auch bei den iibrigen 
Hormonen, der Hypophyse zuzuschreiben ist. 


Versuche 


Die Fahigkeit des Hundes zur Ascorbinsaure-Synthese 


Man nimmt im allgemeinen an, da8 der Hund nicht an 
Skorbut erkranken, also C-Vitamin synthetisieren kann. Da im 


1) Grab, Arch. f. exper. Path. 167, 413 (1932). 
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Schrifttum iiber diese Frage keine einwandfreien experimentellen 
Beweise vorliegen, mufte zuallererst diese Frage durch Versuche 


geklirt werden. 

Zum Versuch gelangten 2 Gruppen ganz junger, 5—7/ Wochen alter 
Hiindchen und zwei ausgewachsene Tiere (letztere vgl. spiter). Je eine 
Jungtiergruppe stammte aus einem Wurf und bestand aus 4 Hiindchen. 
Die C-vitaminfreie Ernihrung konnte ohne Schwierigkeit durchgefiihrt werden. 
Sie erhielten autoklavierte Milch, ferner autoklavierte, vorher weichgekochte 
Bohnen und Erbsen, die mit etwas Fett zubereitet waren; der daraus bereitete 
Brei wurde mit Milch verdiinnt und pro Tag und Tier ein gekochtes Ki 
(C-vitaminfrei')] dazugeriihrt. AuBerdem wurden auch autoklavierter Reis 
und GrieB, die ebenfalls mit Milch zubereitet wurden, gegeben, sowie in 
Milch getriinkte, bei 50° mehrere Stunden lang getrocknete diinne Brot- 
schnitten. Der Vitamin B,-Bedarf wurde durch diese gemischte Kost voll- 
stiindig gedeckt. Die nétige Menge von A- und D-Vitamin wurde durch 
Verabfolgung des Priiparates ,,Halsterin“ der Firma Richter, welches pro 
eem 30,000 LE. Vitamin A und 10,000 LE. Vitamin D enthilt, zugefiihrt. 
Je 1 Jungtier aus beiden Gruppen diente als Kontrolle und erhielt tiiglich 
20 mg Ascorbinsiiure. Diese, wie auch die nétige Menge des Halsterins (tiig- 
lich 3—6 Tropfen) wurde in 10 ecm Milch immer morgens vor der Fiitterung 
den Tieren verabreicht. Diese geringe Menge Milch nahmen die Tiere gierig 
zu sich. An jedem 3. Tage wurde das Kérpergewicht bestimmt. | 

Beim AbschluB der Versuchsperiode wurden die Tiere durch intrakardiale 
Injektion einer gesiittigten Magnesiumsulfatlésung und Entblutung getitet 
und in den Nebennieren, der Leber und dem Diinndarm der C-Vitamingehalt 
nach Tillmans bestimmt. 


An der ersten Jungtiergruppe wurde der Versuch im 
Sommer durchgefihrt. Bereits in der dritten Woche nach Ver- 
suchsbeginn trat bei allen 4 Tieren eine Enteritis auf, woran 
2 Hiindchen bald eingingen. Bei den iibrigen 2 Tieren, von denen 
das eine das Kontrolltier war, konnte jedoch der Versuch bis 
ans Ende des zweiten Monats durchgefiihrt werden. Die zweite 
Jungtiergruppe kam im Herbst zum Versuch, welcher drei 
volle Monate dauerte. Bei allen Tieren war eine einwandfreie 
Entwicklung wahrzunehmen. Die C-vitaminfrei ernihrten Hiindchen 
beider Gruppen blieben hinter den Kontrollen in keiner Weise 
zuriick. Auch die in Tab. 1 angefiihrten C-Vitaminwerte der 
untersuchten Organe (auf die wir spiater zuriickkommen) zeigen, 
daB auch in dieser Hinsicht zwischen den auf skorbutogener Diiit 
gehaltenen und den Kontrolltieren kein Unterschied besteht. Aus 
diesen Versuchsergebnissen kann daher der SchluB ge- 
zogen werden, daB der Hund zur C-Vitaminsynthese 
faihig ist. 


1) Ray, Biochemie. J. 28, 189 (1934). 
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Tabelle 1 
C-Vitamingehalt you Ncbennieren, Leber und Diinndarm normaler 
und C-vitaminfrei ernihrter Hiindchen, pro Gramm-Gewebe in mg 


a | = Korper- Gewicht d.| C-Vitamingehalt pro g | Nach Be- 
ke Nebennieren in mg ginn der 
|zuBe-| am in g C-freien 
| ginn | Ende | * | Nebennieren Leber Ernihrg. 
= © | des Versuchs |rechte | linke rechte | linke darm | getotet 
I. Gruppe 
1 | Q | 0,945 | 1,100 0,245 1,10 0,10 | 0,15 [3 Woch.**) 
2 | o& | 0,845 | 0,750 0,510 0,72 0,12 | 0,13 [3 Woeh.**) 
3 Q@ 11,175 | 2,345 (),361 1,02 0,46 | 0,10 |2 Monate 
4 | 2 | 0,600 | 1,110 0,276 0,88 0,45 | 0,17 3 
Il. Gruppe 
1 | & [3,050 | 6,430 | 0,293 |0,285] 0,98 | 1,01 | 0,22 | 0,13 [3 Monate 
2 | 2 | 2,895 | 6,880 | 0,294 |0,316] 1,08 | 1,01 | 0,20 | 0,11 |3 Monate 
3 | & | 3,420 | 5,770 | 0,265 |0,247] 0,91 | 0,78 | 0,29 0,11 |3 Monate 
4 | | 3,080 | 7,410 | 0,306 |0,323] 1,10 | 1,03) 0,17 0,11 


*) Als Kontrolltier der 1. Gruppe wurde es nach 2, als das der 2. Gruppe 
nach 3 Monaten getotet. 
**) Enteritis; in moribundem Zustand aufgearbeitet. 


Veranderungen im C-Vitamingehalt der Organe nach Hypophysektomie 


Insgesamt wurden 6 normale, 9 hypophysektomierte und 2 hypophys- 
ektomierte und vor der Tétung 4 Wochen hindurch C-vitaminfrei erniilirte 
Hunde aufgearbeitet. Der C-Vitamingehalt wurde in Nebennieren, Leber 
und Diinndarm nach Tillmans bestimmt. Bei den normalen Tieren fiihrte 
ich die Bestimmung sowohl in der rechten wie auch in der linken Neben- 
niere aus, bei den hypophysektomierten Tieren jedoch immer nur in der 
linken; die rechte Nebenniere wurde von L. v. Bakay jun. histologisch 
untersucht’). Die Hypophysektomie fihrte ich nach der von mir angegebenen 
Methode aus’), Die operierten Hunde wurden 3 Wochen bzw. 8 Monate 
nach der Hypophysektomie getétet. 

Die C-Vitaminwerte der Organe sowie die histologischen Befunde der 
Nebennieren der hypophysenlosen Hunde sind in Tab. 2 angefiihrt. 

Die Durehschnittswerte des C-Vitamingehaltes betrugen bei normalen 
Hunden pro g Gewebe in den Nebennieren 0,96 mg, in der Leber 0,23 mg 
und im Diinndarm 0,076 mg. Den Gehalt an Vitamin C in der Leber fand 
ich ziemlich schwankend (dies gilt auch fiir die Leberbefunde der beiden 
Jungtiergruppen), was vom wechselnden Blutgehalt des Organs herriihren 
diirfte. Die Entblutung der bereits herausgeschnittenen Leber gelang — trotz 
sorgfiltigster Bemiihung — nicht immer im selben Mafe. Da das Blut 
die Ascorbinsiure hauptsichlich in oxydierter Form enthilt, wird durch 
einen gréBeren Blutgehalt des Lebergewebes dessen Ascorbinsiiurewert 
selbstverstindlich herabgedriickt. 


') Eine ausfiihrliche Mitteilung dariiber erscheint in Pfliigers Archiy. 
*) Mosonyi, Pfliigers Arch. 242, 92 (1939). 
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Tabelle 2 


C-Vitamingehalt von Nebennieren, Leber und Diinndarm 
normaler und Hunde, Gramm-Gewebe in me 


= Gewicht d. itamingehalt pro g Hypo- 
3 gewient i. kg Nebennieren in mg | 
S| | nach | vor ing Ira 
© | physektomie rechte |linke rechte| linke | darm 
a) Normale Hunde 
1|¢ 7,8 | — |0,343 |0,372] 1,08 | 1,14 | 0,23 | 0,08 —. 
216 6,5 | -— |0,398 |0,402] 1,03 | 0,90 | 0,27 | 0,08 -~ 
3] 8,7 | — 0,469 |0,404] 0,87 | 0,91 | 0,23 | 0,07 
4] | 11,2 — | 0,432 |0,432] 0,86 | 0,88 | 0,20 | 0,07 
5 | | 11,8 | — | 0,605 |0,528] 0,99 | 1,02 | 0,20 | 0,08 
6 | Q 15,3 | | 0,603 |0,601] 0,95 | 0,90 025 — | — 
Mittelwerte | 0,96 | 0,96 | 0,23 0,076 | 
b) Hypophy sektomierte edie 
1 | Q 6,7 | 7,4 0,301] — | 0,93 | 0,31 | 0,07 3 W.!) 
2] 11,2 | 12,2] — 0,675 — | 0,66 0,19 0,08 | 3 W. 
3] 1112] 113] — 0432 | 0,63 | 0,28 | 0,06 | 2 M.%) 
4] 109 | — [0,597] — /| 0,53} 0,32 | 0,07 | 2M. 
5 | | 164 | 173] — |0,466] — |0,50/ 009) — | 51/,M. 
9,0 | 10,9 | — /0,328] 0,82) 0,14 0,08 | 61/, M. 
7 | 7 11,7 | 129 | — (0,695) — 0,15 | 0,11 | 6'/, M. 
8 | Q@ | 12,2 | 154 -—- /|0,239] — 0,45 0,22 | 0,03 M. 
919 | 150/175] — [0,349] — | 0,36 0,17 | 0,03 | 8M. 
c) Hypophysektomierte und C-frei ernihrte Hunde 
1 {| @ | 160 | 180 | — 0,559] — | 0,59! 0,23 | 0,05 | 2M. 
2 | 17,8 | 16,7 —- (0,455 — (0,51 0,17 | 0,03 | 2M. 


1) W = Wochen. *) M = Monate. 


eB | Histologischer Befund der Nebennieren 


bi Rinde und Mark: Vollstindig normal. 

b2 Rinde und Mark: Vollstindig normal. 

b3 Rinde: Sechwache Degeneration; noch keine Regeneration. 
Mark: Mibige Verkleinerung der Zellen. 

b4 Rinde: Schwache Degeneration; noch keine Regeneration. 
Mark: Stirkere Verkleinerung der Zellen. 

b5 Rinde: Stirkere Degeneration; allgemeine Regeneration. 
Mark: Stirkere Verkleinerung der Zellen. 

b6 Rinde: Sehr schwache Degeneration; starke Regeneration. 
Mark: Starke Verkleinerung der Zellen. 

b7 Rinde: Sehr schwache Degeneration; starke Regeneration. 
Mark: Stirkere Verkleinerung der Zellen. 

I. b8 Rinde: MiéBige Degeneration; starke Regeneration. 

| Mark: Sehr starke Verkleinerung der Zellen. 

b9 Rinde: MéBige Degeneration; starke Regeneration. 
Mark: Stirkere Verkleinerung der Zellen. 


cl Rinde: Allgemeine Degeneration; noch keine Regeneration. 
| Mark: Vollstindig normal. 
c2 Ebenso. 
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Bei den hypophysektomierten Tieren waren im C-Vitamingehalt der 
untersuchten Organe auffallende Verinderungen zu beobachten*), die sich 
allmihlich mit der nach der Operation verstrichenen Zeit ausbildeten. Diese 
bestehen in einer betrichtlichen Verminderung des C-Vitamin- 
gehaltes. Die stirkste Verminderung trat in den Nebennieren ein. 
Bei einem Tiere (Hund Nr. 2) konnte bereits 3 Wochen nach der Hypo- 
physektomie eine miBige Senkung des C-Vitaminwertes nachgewiesen werden. 
Nach 8 Monaten (Hund Nr. 9) erreicht dieselbe schon einen Wert von 62°/,. Der 
ganz normale Wert des 3 Wochen nach der Hypophysektomie getéteten Hundes 
Nr. 1 und der fast normale Wert von Hund Nr. 6, welcher nach 6!/, Monaten 
aufgearbeitet wurde, diirften als individuelle Schwankungen aufgefaBt werden. 

In viel geringerem Mabe vermindert sich der Ascorbinsiuregehalt in 
der Leber nach Hypophysektomie. Der auffallend niedrige Wert des 
Hundes Nr. 5 ist wahrscheinlich — wie oben bereits erwihnt — einem 
gréBeren Blutgehalt des Lebergewebes zuzuschreiben. Kurz nach der 
Driisenentfernung sind C-Vitaminwerte zu beobachten, welche den normalen 
Durchschnittswert etwas iibersteigen. 

Im Diinndarm tritt erst ganz spit, 7'/,—8 Monate nach der Hypo- 
physektomie, eine ziemlich bedeutende Verminderung des Ascorbinsiiure- 
gehaltes ein. 

Die Versuchsergebnisse der 4 Wochen hindurch C-vitaminfrei ernihrten 
hypophysektomierten Hunde zeigen in bezug auf den C-Vitamingehalt der 
Nebennieren und der Leber dasselbe Verhalten wie die tibrigen mit C-haltiger 
Kost ernihrten hypophysektomierten Tiere. Dies gilt jedoch nicht fiir den 
Diinndarm, in dem bereits nach 2 Monaten eine so starke Verminderung 
des C-Gehaltes eintritt, wie sie bei mit C-haltiger Kost ernihrten hypo- 
physektomierten Hunden erst nach 7—8 Monaten zu beobachten ist. Daraus 
ist zu schlieben, daf der C-Vitamingehalt der Nebennieren und der Leber 
beim Hunde durch das mit der Nahrung aufgenommene Vitamin C nicht 
beeinfluBt wird, der des Diinndarms jedoch durch das aus dem Darmlumen 
resorbierte Vitamin C bedeutend erhéht werden kann. Dafiir diirfte auch der 
héhere C-Vitaminwert des Diinndarmes des Kontrolltieres der ersten Jung- 
tiertruppe sprechen (vgl. diese). Auf Grund dieser Feststellungen miissen 
wir annehmen, dab bei allen unseren hypophysenlosen Hunden, welche eine 
C-vitaminhaltige Kost erhielten, die C-Vitaminwerte des Diinndarms infolge 
der Hypophysektomie ebenfalls betrichtlich abnahmen, diese Abnahme 
jedoch durch aus der Nabrung stammendes Vitamin C tiberdeckt wurde. 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Bei der histologischen Untersuchung der rechten Nebenniere 
wurde eine Kernvariationskurve angefertigt, die zur Feststellung 


*) Bereits beim AbschluB dieser Versuche nahm ich Kenntnis von der 
Arbeit von Leblond und Chamorro [C.r. Soe. Biol. 133, 71 (1940)], in 
welcher sie dariiber berichten, dab bei Ratten uach Hypophysektomie durch 
chemische und histochemische Methoden in den Nebennieren und in ge- 
ringem Mage in der Leber und im Herzmuskel ein Riickgang des C-Vitamin- 
gehaltes festzustellen ist. Sie nehmen jedoch keinen EinfluB der Hypophyse 
auf die Ascorbinsiiure-Synthese an. 
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der Funktionsiinderung der Nebennieren herangezogen werden 
kann. Histologisch nachweisbare Veriinderungen sind erst im 
zweiten Monate nach der Hypophysektomie wahrzunehmen, und 
zwar kann in der Rinde zu dieser Zeit eine schwache Degeneration 
und im Mark eine miBige Verkleinerung der chromaffinen Zellen 
festgestellt werden. Die Markzellenverinderungen weisen aber 
iiberhaupt keine regressiven Erscheinungen auf, so dab man aus 
dem histologischen Bilde nicht ohne weiteres auf eine Verminderung 
der Zellfunktion schlieBen darf. Es ist nicht ausgeschlossea, dab 
wir es in diesem Falle mit einer Primitivisation zu tun haben. 
Dies wiirde aber dann eine gesteigerte Zellfunktion zur Folge 
haben. 

Bereits im 4.—5. Monat nach der Entfernung der Hypophyse 
tritt in der Rinde eine allgemeine Regeneration auf und die 
degenerativen Erscheinungen fangen an, allmahlich nachzulassen. 
Nach 6 Monaten beherrscht schon eine starke Regeneration das 
histologische Bild. Die Markzellen zeigen jedoch nicht die ge- 
ringste Tendenz zur Regeneration und weisen auch noch nach 
8 Monaten dasselbe histologische Bild auf, wie es bereits 2 Mo- 
nate nach der Operation feststellbar ist. 

Diese histologischen Befunde der Nebenniere wurden voraus- 
geschickt, weil sie bei der Verwertung der chemischen Versuchs- 
ergebnisse verwandt werden kénnen. Der durch die Hypophys- 
ektomie bedingte Abfall des Ascorbinsiuregehaltes der Neben- 
nieren kénnte namlich einfach als Folge der in diesem Organ 
eintretenden Degeneration angesehen werden. Die Ascorbinsaure- 
Synthese, welche héchstwahrscheinlich in den von mir untersuchten 
Organen am lebhaftesten vor sich geht, diirfte dann nicht un- 
mittelbar mit der Hypophyse in Zusammenhang stehen. In bezug 
auf die Nebenniere z. B. wire also die Abnahme des Ascorbin- 
siuregehaltes eine sekundire Folgeerscheinung des Ausfalles des 
corticotropen Hormons der Hypophyse. Gegen diese Auffassung 
kann aber angefiihrt werden, daB eine Verminderung der Ascorbin- 
siurebildung bei Hund Nr. 2 bereits 3 Wochen nach der Hypo- 
physenentfernung eingetreten war, obwohl histologisch die Neben- 
niere als vollstandig normal gefunden wurde. Weiterhin ist in 
den meisten Fallen der Ascorbinsiuregehalt auch nach mehreren 
Monaten auffallend niedrig, trotzdem zu dieser Zeit ein regene- 
riertes Gewebe von héchster Vitalitat in der Nebennieren- 
rinde vorhanden ist. Die Rindenzellen, — sowohl die noch nicht 
degenerierten, wie auch die neugebildeten — haben also nach 
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Wegfall der Hypophyse ihre Fahigkeit zur Ascorbinsiure- 
Synthese teilweise eingebibBt. 

Wiirde man die Verkleinerung der Markzellen nach Hypo- 
physektomie als regressive Erscheinung auffassen, so kénnte man 
die Verminderung des Ascorbinsaiuregehaltes der Nebennieren 
eventuell diesem Umstande zuschreiben. Dagegen spricht aber der 
Befund des bereits oben angefiihrten Hundes Nr. 2, bei welchem 
bei vollstindig normalen histologischen Verhiltnissen des Marks 
der Ascorbinsiuregehalt der Nebennieren niedrig gefunden wurde, 
weiterhin, dafi diese Markveriinderungen bei den 2 Monate und 
spiiter nach der Hypophysektomie getéteten Tieren ungefihr die- 
selben sind, in bezug auf die Rinde jedoch ein wesentlicher Unter- 
schied besteht, indem 2 Monate nach der Hypophysektomie noch 
tiberhaupt keine Regeneration der Rindenzellen zu vermerken ist, 
wihrend spiiter diese sich in vollstem MaBe auspragt. Diese Ver- 
hiltnisse treten bei den Hunden Nr. 4, 5 und 7. besonders deut- 
lich in Erscheinung. Der C-Vitamingehalt ist bei allen 3 Tieren 
in den Nebennieren im selben MaBe vermindert; wihrend aber 
beim Hund Nr. 4 in der Rinde eine schwache Degeneration, im 
Mark eine stirkere Verkleinerung der Zeilen gefunden wurde, sind 
bei den Hunden Nr. 5 und 7 dieselben Markveranderungen mit 
einem regenerierten Rindengewebe «usammen vorhanden. Das 
regenerierte Rindengewebe aber mu:‘ic infolge seiner hohen Vita- 
litat eine den normalen Verhiltnissen entsprechende Ascorbin- 
siure-Synthese zustande bringen. Dies ist aber nicht der Fall, 
weil eben der anspornende Reiz der Hypophyse fehlt. 


Der Diinndarm hypophysenloser Hunde wurde von uns 
histologisch nicht untersucht. Aber in Anbetracht dessen, dab 
sich nach der Hypophysektomie beim Hunde eine Polyphagie und 
eine dadurch bedingte maBige Fettsucht [adipositas polyphagica 
hypophyseopriva'!)] ausbildet, kann in der Schleimhaut des Diinn- 
darms, durch welche die Resorption dieser betrichtlichen Nah- 
rungsmenge erfolgt, offensichtlich keine Degeneration angenommen 
werden. Der C-Vitamingehalt des Diinndarms der hypophysen- 
losen Tiere ist aber, wie oben angefiihrt, betrichtlich vermindert. 
Meines Erachtens kann daraus und vielleicht auch aus jenem 
Umstande, daB sich im Diinndarm der Hiindchen (vgl. Tab. 1) 
mehr Ascorbinsiure befindet als bei den erwachsenen Tieren, 
gefolgert werden, dab der Diinndarm an der Ascorbinsiure-Synthese 


1) Mosonyi, Klin. Wschr. 1940, 15. 
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in erheblichem Mafe beteiligt ist; durch die Entfernung der 
Hypophyse erfihrt jedoch diese Fihigkeit eine merk- 
liche Beeintrachtigung. 

Dem Vorstehenden gemiB spricht daher alles dafiir, daB von 
Seite der Hypophyse eine ascorbotrope Wirkung anzunehmen 
ist, durch welche in den synthesefihigen Zellen die Ascor- 
binsiurebildung angeregt und geregelt wird. 

In weiteren Versuchen soll nach diesem ascorbotropen 
Faktor gefahndet werden, welcher héchstwahrscheinlich im Hypo- 
physenvorderlappen entsteht. Es sind auch bereits Versuche ein- 
geleitet, welche zur Bereinigung der Frage dienen sollen, in 
welcher Weise diese ascorbotrope Wirkung mit anderen hormo- 
nalen Wirkungen im Zusammenhang steht. 


Zusammenfassung 


An zwei auf skorbutogener Diaét gehaltenen Jungtiergruppen 
konnte in 2—3 Monate dauernden Versuchen nachgewiesen wer- 
den, daB der Hund zur C-Vitaminsynthese fihig ist. 

Nach Entfernung der Hypophyse ausgewachsener Hunde tritt 
im stiarksten MaBe in den Nebennieren und im Diinndarm, weniger 
in der Leber eine Verminderung des C-Vitamingehaltes ein. Es 
kann daraus auf eine die Ascorbinsiure-Synthese anregende und 
regulierende sog. ascorbotrope Wirkung der Hypophyse ge- 
schlossen werden. 


Vorliegende Arbeit wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchenyi 
Wissenschaftliche Gesellschaft zur Férderung der ungarischen 
naturwissenschaftlichen Forschung“ erméglicht. 
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Isolierung und Krystallisierung des Fibrinogens 
aus Schweineblut 
Von 
K. uaki 
Mit 2 Figuren im Texs 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1941) 


Aus den Fibrinogen enthaltenden Lésungen kann das auf 
Kinwirkung von Thrombin entstehende Fibrin leicht abgeschieden 
und so von anderen Proteinen getrennt, das auf diese Weise 
isolierte Fibrin getrocknet und gewogen werden. Mit dieser ein- 
fachen Meth« '“Bt sich die Menge des Fibrins in Lésungen gut 
bestimmen. x erlaubt die Reinigung des Fibrins schrittweise 
zu verfolgen. 

Der Gang der Priiparierung war der folgende: Das Fibrinogen 
wird aus Oxalat—Plasma des Schweineblutes durch 0,2 (NH,),SO, 
Sittigung abgeschieden. Das Pracipitat wird an der Centrifuge 
abgetrennt und in 0,7°/, NaCl gelést. (Die Lésung enthalt noch 
etwas Oxalat, das die Thrombinbildung hintanhalt.) Die schwach 
get. ibte Lésung wird an der Zentrifuge geklart, dann das Fibrinogen 
an frisch zubereitetem Tricalciumphosphat-gel adsorbiert. Das 
Fibrinogen wird nach vorgehendem Zentrifugieren vom Gel durch 
m/5, p,,: 6,6 Phosphatpuffer eluiert. Aus dem Eluat wird das 
Fibrinogen durch 0,2(NH,),SO, Sattigung abgeschieden. Das 
Pricipitat wird abcentrifugiert und im gleichen Phosphatpuffer 
gelést. Hierdurch erhalten wir eine Proteinlésung, die auf Trombin- 
zusatz quantitativ in Fibrin iibergeht. Die Lésung gibt einen 
schwachen Tyndalleffekt, ist aber ganz klar. Wenn die Lisung 
mit destilliertem Wasser von 40° auf das 10fache verdiinnt wird, 
so scheidet sich das Fibrinogen beim langsamen Abkihlen in 
Flocken aus. Unter dem Mikroskop erkennt man, daB die Flocken 
aus kleinen Krystallen bestehen (Figuren). Die Krystalle sind nadel- 
formig und aggregieren mit ihren Enden oft zu stern- oder netz- 
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in erheblichem Ma8e beteiligt ist; durch die Entfernung der 
Hypophyse erfahrt jedoch diese Fihigkeit eine merk- 
liche Beeintrachtigung. 

Dem Vorstehenden gemi8 spricht daher alles dafiir, daB von 
Seite. der Hypophyse eine ascorbotrope Wirkung anzunehmen 
ist, durch welche in den synthesefihigen Zellen a.e \scor- 
binsiurebildung angeregt und geregelt wird. 

In weiteren Versuchen soll nach diesem ascorbotropen 
Faktor gefahndet werden, welcher héchstwahrscheinlich im Hypo- 
physenvorderlappen entsteht. Es sind auch bereits Versuche ein- 
geleitet, welche zur Bereinigung der Frage dienen sollen, in 
welcher Weise diese ascorbotrope Wirkung mit anderen hormo- 
nalen Wirkungen im Zusammenhang steht. 


Zusammenfassung 


An zwei auf skorbutogener Diaét gehaltenen Jungtiergruppen 
konnte in 2—3 Monate dauernden Versuchen nachgewiesen wer- 
den, daB der Hund zur C-Vitaminsynthese fihig ist. 

Nach Entfernung der Hypophyse ausgewachsener Hunde tritt 
im stirksten Mae in den Nebennieren und im Diinndarm, weniger 
in der Leber eine Verminderung des C-Vitamingehaltes ein. Es 
kann daraus auf eine die Ascorbinsdéure-Synthese anregende und 
regulierende sog. ascorbotrope Wirkung der Hypophyse ge- 
schlossen werden. 


Vorliegende Arbeit wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchenyi 
Wissenschaftliche Gesellschaft zur Foérderung der ungarischen 
naturwissenschaftlichen Forschung“ erméglicht. 
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Isolierung und Krystallisierung des Fibrinogens 
aus Schweineblut 
Von 
K. Laki 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1941) 


Aus den Fibrinogen enthaltenden Lésungen kann das auf 
Kinwirkung von Thrombin entstehende Fibrin leicht abgeschieden 
und so von anderen Proteinen getrennt, das auf diese Weise 
isolierte Fibrin getrocknet und gewogen werden. Mit dieser ein- 
fachen Methode 148t sich die Menge des Fibrins in Lésungen gut 
bestimmen. Sie erlaubt die Reinigung des Fibrins schrittweise 
zu verfolgen. 

Der Gang der Priiparierung war der folgende: Das Fibrinogen 
wird aus Oxalat—-Plasma des Schweineblutes durch 0,2(NH,),SO, 
Sattigung abgeschieden. Das Pricipitat wird an der Centrifuge 
abgetrennt und in 0,7°/, NaCl gelést. (Die Lésung enthalt noch 
etwas Oxalat, das die Thrombinbildung hintanhalt.) Die schwach 
getriibte Lésung wird an der Zentrifuge geklart, dann das Fibrinogen 
an frisch zubereitetem ‘T'ricalciumphosphat-gel adsorbiert. Das 
Fibrinogen wird nach vorgehendem Zentrifugieren vom Gel durch 
m/5, p,,: 6,6 Phosphatpuffer eluiert. Aus dem Eluat wird das 
Fibrinogen durch 0,2(NH,),SO, Sattigung abgeschieden. Das 
Pricipitat wird abcentrifugiert und im gleichen Phosphatpuffer 
gelést. Hierdurch erhalten wir eine Proteinlésung, die auf Trombin- 
zusatz quantitativ in Fibrin iibergeht. Die Liésung gibt einen 
schwachen Tyndalleffekt, ist aber ganz klar. Wenn die Lisung 
mit destilliertem Wasser von 40° auf das 10fache verdinnt wird, 
so scheidet sich das Fibrinogen beim langsamen Abkiihlen in 
Flocken aus. Unter dem Mikroskop erkennt man, daB die Flocken 
aus kleinen krystailen bestehen(Figuren). Die Krystalle sind nadel- 
formig und aggregieren mit ihren Enden oft zu stern- oder netz- 
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formigen Gebilden. Die Krystalle kénnen in Phosphatpufier gelést 
und in obiger Weise rekrystallisiert werden. 

Die Umsetzung von Fibrinogen in Fibrin, die durch Thrombin 
bewirkt wird, kann durch Zugabe von KMnO, zum Stillstand 
gebracht werden. Dies erlaubt die Menge des gebildeten Fibrins 


VergroBerung 1: 400 Vergr6Berung 1: 
Fig. 1 Fig 2 


in jedem beliebigen Zeitpunkt zu bestimmen. Die Versuche zeigen, 
-.daB die Fibrinogen-Fibrinumwandlung dem monomolekularen Re- 
aktionstypus folgt. 


Ich bin Herrn Prof. A. Szent-Gyérgyi fir sein Interesse 
zum Danke verbunden. 


| 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, dafi alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 


barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaliung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 


-Berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schrifisdize ermédglichen auch 


der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. | 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
K. Felix und H. Schuberth; Lucie Ahlstrém, H. v. Euler und 
Bertil Hégberg; Josef Hoffmann; Heinrich Lichtenwald; Wolf- 
gang Trappe; S.Edibacher und H. v. Bidder; E. Weinig; Fritz. 


Menne; Carl G. Holmberg und Anders Grénwall; W. John und-H. 
~ Herrmann; W. John und H. Pini; Hans Plieninger und Hei 


ich 
Lichtenwald. 


Flr die haufiger gonannt. Zeitschriften bitten wir folgende AbkUirzungenzu gebrauchen: 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch f£. exper. Path. 


Ber. chem. Gea. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 


Bull. Soc. Chim. biol. | 


Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 
C. Aead. Sci. 


 Helvet. chim. Acta 


J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 


_ J. prakt. Chem. 
Landw Versuchsstat. 


Liebigs Ann. 


' Mh. Chem. 


Naturw. 
Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 


Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. | 

== (N Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 

 selischaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. | 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 


== Bulletin de la Société chimique de France. 


== Chemisches Zentralblatt. 

=: Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’'Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Bicchemistry. 

== Journal of Biological henieley: 

== Journal of Physiology. | 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaft 2n. 


| Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 


des Menschen und der Tiere. 


== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 


== Zeitschrift fiir Biologie. 
ex Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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